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1 ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNn: ADN nuclear

ADNc: ADN copia

ADNmt: ADN mitocondrial

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: Adenosina tri-fosfato

Bel xL: Linfoma de células B extra largo
Bcl-2: Proteina 2 de linfoma de células B
BSA: Suero albamino bovino

DNasa: Desoxirribonucleasa

dNTP: Deoxinucleotido trifosfato

Drp-1: Proteina relacionada con la dinamina
ECL: Quimioluminiscencia aumentada
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
EGF: Factor de crecimiento epidérmico
EGTA: Acido etilenglicoltetraacético

EI: Espacio Intermembrana

ERK1/2: Proteina quinasa de regulacién extracelular
ETC: Cadena de transporte de electrones
FACS: Fluorescence-activated cell sorter analysis
FAD: Flavina adenina dinucléotido

H:0:2: Peroxido de hidrogeno

HSP: Proteinas de shock térmico

IF: Inmunofluorescencia

IGF: Factor de crecimiento tipo insulina
IP: Inmunoprecipitacion

L-NAME: Ng-nitro-L-arginina metil éster
MEM: Membrana externa mitocondrial
Mifn: Mitofusina

MIM: Membrana interna mitocondrial

MM: Matriz mitocondrial

Abreviaturas



MMI: Metimazol

MnSOD: SOD manganica

MOMP: permeabilizacion mitocondrial de la membrana extema
NF-xB: Factor nuclear kappa B

NMDAR: Receptores de N-metil-D-aspartato
nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintetasa

NREF: Factor respiratorio nuclear

Nri2: Factor nuclear factor 2 relacionado con el factor 2 eritroide
O2: Superoxido

OH: Hidroxilo

ONOO-: Peroxinitrito

Opal: Proteina de artrofia optica 1

p66shc: Proteina adaptadora SHC isoforma 1 de 66 kDa
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida
PBS: Buffer fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PGC-1: coactivator-1 PPARY

PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinasa

PKC: Proteina quinasa C

PKG: Proteina quinasa G

PMSF: Fenil metil sulfonil fluoruro

RC: Restriceion calorica

ROS: Especies reactivas del oxigeno

SD: Desviacion estandar

SDS: Duodecil sulfato de sodio

Sirt3: Sirtuina 3

SNC: Sistema nervioso central

SOD: Superoxido dismutasa

TAE: Tris acetato EDTA

Tfam: Factor de transcripcion mitocondrial A
Tg: Tiroglobulina

TNF: Factor de necrosis tumoral

Abreviaturas



TOM: Translocasa de membrana externa

TSP: Teorias de senescencia programada

TAE: Teorias de acumulacion de errores o dano
UCP: Proteina desacoplante

UQ: Ubiquinona

UQH: Ubisemiquinona

UQH: Ubiquinol

VDAC: Canal anionico dependiente de voltaje

Abreviaturas



Resumen

2 RESUMEN

La proteina adaptadora p66shc ha demostrado que los genes reguladores del
envejecimiento vy las especies reactivas del oxigeno (ROS) estan estrechamente
mterconectados. Su ausencia modifica la homeostasis metabolica proporcionando resistencia
al estrés oxidativo y promoviendo la longevidad. En este estudio, las mitocondrias de tejido
nervioso de ratones envejecidos p66**°“? presentan una alteracion reducida del equilibrio redox
con una disminucion tanto en la generacion de ROS como en su desintoxicacion. Demostramos
un fuerte vinculo entre las especies reactivas de nitrogeno y la funcion, morfologia y biogénesis
mitocondrial. Bajos niveles de formacion de peroxinitrito resultan en una menor nitracion de
las proteinas mitocondriales de ratones p66°™(?) envejecidos, retrasando la pérdida de
funciones biologicas caracteristica del proceso de envejecimiento. Sirt3 modula la biologia
mitocondrial asociada a la edad y la funcion a través de la desacetilacion de proteinas.
Mostramos que su actividad depende de su estado de nitracion y que altos niveles de NAD,
como los observados en mitocondrias de ratones p66°:”) durante el envejecimiento,
retrasarian ¢l declive de su funcion. Los bajos niveles de nitracion y acetilacion de proteinas
en estos ratones podrian ser responsables de prevenir el desbalance de la homeostasis

metabolica durante el envejecimiento, aumentando la esperanza de vida.
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3 INTRODUCCION

3.1 LAS TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Se ha registrado un aumento en la poblacion de mas de 65 afios a nivel mundial, y
considerando que la mayor longevidad conlleva a un aumento exponencial del riesgo de cancer,
enfermedades cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos (Miller R., 1999), Ila
comprension de la biologia del envejecimiento es imprescindible para mejorar la calidad de
vida de los adultos mayores. La Organizacion Mundial de la Salud OMS define al
envejecimiento como la consecuencia de la acumulacion de una gran variedad de danos
moleculares y celulares a lo largo del tiempo, que conlleva a un descenso gradual de las
capacidades fisicas y mentales, a un aumento del riesgo de enfermedad, vy finalmente a la
muerte. Ahora bien, esos cambios no son lineales ni uniformes, y su vinculacion con la edad
de una persona en anos es mas bien relativa, ya que mientras algunos octogenarios disfrutan de
una excelente salud y se desenvuelven perfectamente, otros son fragiles y necesitan ayuda
considerable.

El envejecimiento es una tematica muy dificil de abordar para la investigacion
experimental. En primer lugar, es un proceso difuso que afecta a muchos sistemas y tejidos
diferentes a la vez y en segundo lugar, el envejecimiento es un proceso a largo plazo. Un
experimento para determinar si una droga suprime un patogeno particular podria llevarse a
cabo en cuestion de dias, en cambio, un experimento para determinar si la esperanza de vida
de un mamifero se modifica a partir de un protocolo determinado podria tomar anos o décadas.
Estudios recientes permiten distinguir entre la edad biologica y la edad temporal de un
organismo en cualquier momento de su estadio de vida a traves del anélisis de marcadores
epigeneticos (Mitnitski A. B., 2018).

A pesar de los continuos avances en la comprension de los procesos biologicos, el
envejecimiento sigue siendo un fenomeno misterioso y poco comprendido que puede surgir
como cambios que ocurren en un tejido en particular o en forma paralela en distintos tejidos a
la vez. En las ultimas décadas han surgido interesantes teorias que intentan explicar como se
producen los cambios que conllevan al envejecimiento, pero ninguna de ellas logra por si sola
responder de forma satisfactoria dicho fenomeno (Jin K., 2010). Las mismas pueden ser
agrupadas en dos principales categorias, las teorias de senescencia programada (TSP) o las

teorias de acumulacion de errores o dano (TAE). Las TSP proponen que del mismo modo que
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el reloj biologico controla el desarrollo o la pubertad, existe una programacion genética por la
que a través de cambios en la expresion de genes se ven afectados los sistemas de defensa,
reparacion y mantenimiento celular en el envejecimiento. Las TAE, en cambio, consideran a
los reiterados insultos ambientales y a los subproductos metabolicos como los responsables de
la acumulacion de dafios al ADN, proteinas y lipidos que causan la pérdida de funciones

biologicas con la posterior muerte del organismo.

Las TSP pueden resumirse en tres subcategorias. 1) Longevidad programada: el
envejecimiento es el resultado de la activacion e inhibicion de ciertos genes de acuerdo a un
patron de desarrollo normal definido para cada organismo, siendo la ultima etapa dentro de una
secuencia de eventos codificados en el genoma (Davidovic M., 2010). En 1961, el Dr. Hayflick
teorizo que la capacidad de las células humanas para dividirse se limitaba a aproximadamente
50 veces, después de lo cual simplemente dejaban de dividirse (la teoria del limite de Hayflick
del envejecimiento) (Hayflick L., 1961). Segun la teoria de los telomeros, los telomeros han
demostrado experimentalmente que se acortan con cada division celular sucesiva (Campisi J.,
2000). Cuando los telomeros alcanzan una longitud critica, la célula deja de replicarse a un
ritmo apreciable, y por lo tanto muere, lo que eventualmente conduce a la muerte de todo el
organismo. Ciertas tipos celulares, como el 6vulo y los espermatozoides, utilizan la telomerasa
para restaurar la longitud de los teloineros hasta el final de su cromosoma, asegurando que las
células puedan seguir reproduciéndose. La mayoria de las células adultas carecen de esta
capacidad. I.a telomerasa no puede prevenir completamente el acortamiento de los telomeros
despues de reiteradas divisiones en células madre, proporcionando un limite en la capacidad
replicativa de estas células con un posterior deterioro progresivo en el mantenimiento de la
homeostasis de los organos en las edades avanzadas (Flores 1., 2005; Herbig U., 2006). Un
estudio mas reciente muestra que los telomeros se acortan con la edad en las células madre
neuronales del hipocampo y que los ratones deficientes en telomerasa exhiben una
neurogenesis reducida asi como la alteracion de la diferenciacion neuronal y la neuritogénesis
(Ferron S. R., 2010). 2) Teoria endocrina: ¢l reloj biologico actia a través de hormonas que
regulan el ritmo del envejecimiento. Algunos estudios sefialan a la via de senalizacion
msulina/IGF-1 (Factor de crecimiento insulinico de tipo 1) clave en la regulacion hormonal del
envejecimiento (van Heemst D ., 2010) 3) Teoria inmunologica: el Sistema inmune disminuye
su actividad con el paso del tiempo imcrementando la vulnerabilidad de los organismos a
enfermedades y al envejecimiento. Se ha descripto que el sistema inmune muestra su mejor

performance durante la pubertad para luego mermar con el paso del tiempo. Si bien este declive
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puede afectar los resultados de muchas enfermedades. como las infecciones postoperatorias. la
diabetes, las infecciones del tracto wurinario y enfermedades cardiovasculares o
neurodegenerativas como el Alzheimer, no se ha logrado implicar al sistema inmune como el

responsable directo (Conelius E., 1972; Rozemuller A. J., 2005).

Por otra parte, a las TAE las podemos agrupar en 4 subcategorias. 1) Teoria del
desgaste: las células y los tejidos tienen partes vitales que se desgastan por el uso repetido
dando como resultado el envejecimiento y luego la muerte. Esta teoria fue introducida en 1882
por el Dr. August Weismann, un bidlogo aleman, e incluso hoy en dia para muchas personas
suena perfectamente razonable, ya que es lo que le sucede a la mayoria de los objetos de uso
cotidiano a nuestro alrededor. 2) Teoria de la tasa de vida: en 1908, el fisiologo Max Rubner
descubrio una relacion entre la tasa metabolica, el tamaiio del cuerpo, y la longevidad. En su
trabajo explico que la especie animal “‘duradera” es la mas grande y gasta menos calorias por
gramo de masa de cuerpo que la especie mas pequeiia y “efimera”. La hipotesis del consumo
de la energia indica que los animales nacen con una cantidad limitada de alguna sustancia, de
energia potencial, o de capacidad fisiologica y que cuanto mas rapido se utiliza, mas rapido se
moriran (Hayflick L., 1994). Mas tarde, esta hipotesis evoluciono en la teoria de la tasa de vida
que establece que cuanto mas rapida es la tasa metabolica, mas rapida es la actividad
bioquimica, y por lo tanto mas rapido envejecera un organisio (Brys K., 2007) Es decir, el
envejecimiento es el resultado del ritmo de vida que llevan los organismos. 3) Teoria de cross-
linking: de acuerdo con esta teoria propuesta por Johan Bjorksten en 1968, la acumulacion de
proteinas cross-linkeadas dana ceélulas y tejidos, ralentizando los procesos biologicos y
resultando en el envejecimiento (Bjorksten J., 1968). Estudios mas recientes muestran que las
reacciones de cross-linking estan implicadas en cambios relacionados con la edad en las
proteinas estudiadas (Bjorksten J., 1990). 4) Por ultimo, la teoria del envejecimiento por
radicales libres, desarrollada en 1956 por Denham Harman, discute sobre la acumulacion del
dano provocado por ROS (Harman D., 1956). Esta teoria propone que el superoxido y el H>O»
generados durante la respiracion mitocondrial causan y acumulan daiios en los componentes
macromoleculares de la célula, siendo responsables de la pérdida de funciones bioldgicas y del
envejecimiento. Las macromoléculas tales como acidos nucleicos, lipidos, azlicares y proteinas
son susceptibles a ser oxidadas por radicales libres. Por ejemplo, los acidos nucleicos pueden
obtener una base adicional o un grupo de azucar al romper la doble cadena y unirse con otras
moléculas. Hay diferentes tipos de enzimas antioxidantes capaces de degradar las ROS en

componentes inertes mediante una serie de reacciones quimicas (Ames B. N., 1981). La simple
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presencia de estas enzimas encargadas de prevenir el dano por ROS es un fuerte mdicador de
que estas sustancias son biologicamente importantes (de Magalhaes I. P. y Church G. M.,
2006). La evidencia experimental mas fuerte a favor de esta teoria surge de estudios hechos en
Drosophila melanogaster, donde la sobre expresion de la SOD citosolica y de la catalasa
aumentan en un 34% la longevidad de los animales y demoran el proceso de envejecimiento
(Orr W. C. y Sohal R. S., 1994). Asimismo, ciertas cepas longevas de Drosophila (Han R.,
1998) y de Caenorhabditis elegans (Larsen P. L., 1993) tienen niveles altos de enzimas
antioxidantes. Por otro lado, los ratones trangénicos que sobreexpresan el gen de tiorredoxina
presentan un aumento en la resistencia al estrés oxidativo y extienden la longevidad en un 35%
(Mitsui A, 2002). A su vez, los ratones que sobreexpresan catalasa viven un 18% mas que el
grupo control (Schriner S. E ., 2005).

Dado que las ROS son el resultado del metabolismo celular, la teoria de envejecimiento
por radicales libres esta asociada a la teoria de la tasa de vida (Harman, 1981). Uno de los
mecanismos propuestos surge a partir del aumento en la esperanza de vida de animales bajo
tratamiento de restriccion calorica (RC). Hasta el dia de hoy este es el modelo mas eficiente
para lograr aumentar la expectativa de vida de los organismos. En los modelos de RC se modula
la actividad mitocondrial y se observa menor dano por radicales libres (Weindruch R., 1996;
Masoro E. J., 2005 Lopez-Luch G., 2016). Una hipotesis alternativa es que la generacion de
ROS por la mitocondria, independientemente de la tasa metabolica o de los niveles de
antioxidantes, puede actuar como un determinante de la longevidad (Sohal R. S. y Brunk U.
T., 1992; Barja G., 2002). Algunos resultados sugieren que el grado de ROS generados en las
mitocondrias en tejidos post-mitoticos puede ayudar a explicar las diferencias en la vida de
algunos animales, en particular entre mamiferos (Ku H. H., 1993; Barja G. y Herrero A., 2000;
Sohal R. S.,2002)

Desde la década de 1930, se sabe que la restriccion calorica puede prolongar la
esperanza de vida en los animales de laboratorio (McCay C. M., 1935). Desde entonces, se
realizaron muchos estudios intentando dilucidar los mecanisimos subyacentes, pero no fue hasta
hace poco que el grupo de Michael Ristow proporciono pruebas de que este efecto se debe al
aumento de la formacion de radicales libres dentro de las mitocondrias causando una induccion
secundaria en la capacidad de defensa antioxidante (Schulz T. J., 2007). Hallazgos recientes
discuten los efectos de la restriccion calorica en modelos de roedores sobre ciertos genes y
proteinas en el envejecimiento, particulanmente los papeles de FOXO, AMPK y sirtuinas
(Shimokawa 1., 2010).
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Aunque se han propuesto varias teorias sobre el envejecimiento, en la actualidad no
existe un consenso sobre este tema. Muchas de las teorias propuestas interactiian entre si de
una manera compleja. Estudiar el alcance de cada una de ellas y su interrelacion nos permitira
en el futuro acercarnos a una comprension global y mas completa de este fenomeno
multifactorial que afecta a todos los organismos vivientes. Para poder profundizar en estos
complejos mecanismos biologicos asociados a la progresion del envejecimiento es necesario
comprender la estructura y fisiologia de la mitocondria asi como su rol en la homeostasis

celular y en el organismo en general.
3.2 LA MITOCONDRIA

El témino mitocondria proviene del griego antiguo pitog (“hilo”)y “yovépiov”,
diminutivo de “yovopoc”, “grano”, por las estructuras alargadas que tienen en su interior y por
su pequeno tamano dentro de la célula. EI término fue acuniado originalmente en aleman por el
microbiologo Carl Benda en 1898. El descubrimiento de las mitocondrias fue un hecho
colectivo y el gran ntumero de términos que se refieren a €stas es prueba de ello: Blefaroplasto,
condrioconto, condriomitos, condroblastos, condriosomas, condriosferas, fila, granulos
fucsinofilicos, Komer, Fadenkorper, mitogel, cuerpos parabasales, vermiculas, sarcosomas,

cuerpos intersticiales, plasmosomas, plastocondrios, bioblastos son algunos de los mas

conocidos.

Las mitocondrias son organelas altamente dindmicas que se encuentran en el citoplasma
celular y son la principal fuente productora de energia (ATP) en la célula a través de la
fosforilacion oxidativa de diferentes sustratos (Mitchell P. y Moyle J., 1967). Las mismas son
de herencia materna, autorreplicantes y se encuentran en casi todas las células eucariotas.
Fueron descriptas por primera vez en 1890 por el patdlogo aleman Altmann, quien las
considerd como pequenas unidades de funcionamiento autonomo a las que llamoé bioblastos e
incluso Ilego a pensar que podian ser bacterias, aunque sus experimentos fueron considerados
un artefacto y rechazados inicialimente. Veinte afios mas tarde, en 1913, Otto Heinrich Warburg
descubrio su asociacion con las enzimas de la cadena respiratoria, y en 1934 fueron aisladas
por primera vez a partir de homogeneizados de higado. Pero no fue hasta 1948 que Hogeboon,
Schneider y Palade establecieron definitivamente a la mitocondria como el Iugar donde se

produce la respiracion celular.
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Lynn Margulis en 1981 propuso la teoria endosimbionte de su origen. Esta teoria
plantea esencialmente que algunas de las organelas de las células eucariotas, en particular las
mitocondrias y los plastos, fueron en su momento organismos procariontes de vida libre que
probablemente tras haber sido fagocitados, no fueron digeridos y por el contrario, se acoplaron
de tal manera que establecieron una relacion simbionte (mutualismo) con la célula
hospedadora. Debido a su similitud con algunas bacterias de vida libre existentes hoy en dia,
se ha llegado a especular que los plastos derivarian de cianobacterias y las mitocondrias de
bacterias como las rickettsias. Esta teoria postula que los ancestros de las mitocondrias fueron
bacterias de vida independiente que desarrollaron la capacidad de utilizar el oxigeno

eficientemente.

3.2.1 Genoma mitocondrial

El Genoma mitocondrial humano esta constituido por una molécula circular de ADN
(ADNmt) de solamente 16.569 pares de bases (16 kpb). En general, en la mayoria de las celulas
se encuentran varios cientos de mitocondrias y cada una contiene entre 2 v 10 moléculas de
ADN, por lo que el nimero de copias de ADNmt en cada célula es de varios miles. El mismo
esta compuesto por dos cadenas, una pesada (/ieavy) rica en guanina y otra liviana (/ight) rica
en citosina. En la Figura 1 podemos observar el mapa genético mitocondrial que codifica para
37 genes, de los cuales 13 sintetizan subunidades de los complejos de la cadena de transporte

de electrones, 22 ARNs de transferencia (tARNs) v 2 ARNs ribosomales (tARIN).

Estos genes no se encuentran todos sobre la misma cadena codificadora, sino que
existen genes localizados sobre ambas cadenas (H y L), aunque la mayoria son transcriptos
utilizando como molde la cadena H. Cada cadena tiene su propio origen de replicacion y de
transcripcion, y se transcriben en una sola pieza; es decir, se produce una sola molécula de
ARN que se denomina transcripto primario de esa cadena. El promotor de la transcripcion de
la cadena H se encuentra entre las posiciones 531 y 568. Este promotor dirige la formacion del
complejo de transcripcion que formara la burbuja donde se sintetiza el ARN denominado
transcripto primario de la cadena H. La replicacion del ADN mitocondrial se produce
predominantemente en las fases S y G2, pero puede producirse durante todo el ciclo celular y

en forma mdependiente del crecimiento o la division de la organela.
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Figura 1. Genoma mitocondrial humano.

3.2.2 La estructura mitocondrial

Las mitocondrias pueden dividirse y fusionarse entre si con facilidad en procesos
complejos que describiremos mas adelante. Su morfologia es muy cambiante y puede variar
desde largas estructuras ramificadas a pequenos elipsoides segiin el tipo celular o el estado
funcional de la cé¢lula. Sin embargo, la estructura basica es la misma. Palade, en 1952, describio
la membrana mitocondrial intermna y externa, que difieren en composicion y propiedades fisico-
quimicas. La Membrana Externa Mitocondrial (MEM) se compone de fosfolipidos y
proteinas, una de las principales es una proteina de transporte llamada porina. I.a membrana
externa es permeable a iones, nutrientes, ATP, ADP. La Membrana Interna Mitocondrial
(MIM) se compone tambien de fosfolipidos y proteinas, pero presenta un fosfolipido especial
llamado cardiolipina que contribuye a la permeabilidad selectiva del oxigeno, CO» y agua, por
lo que dispone de numerosos transportadores. Ademas, en esta membrana se lleva a cabo la
fosforilacion oxidativa encontrandose el complejo ATP-sintasa y la cadena de transporte de
electrones. Tanto en la MEM como en la MIM hay proteinas que forman los complejos
necesarios para importar aquellas proteinas mitocondriales que son sintetizadas en el citosol.
En la membrana externa se encuentra ¢l complejo de translocacion de membrana extemna

(TOM) y en la membrana interna el complejo de translocacion de membrana interna (TTM).

A su vez, dichas membranas delimitan el Espacio Intermembrana (EI) y la Matriz
Interna (MI). La membrana intemna proyecta expansiones tubulares hacia la matriz
denominadas crestas. Mediante tomografia electronica se observo que la membrana interna se

une en la base de las crestas por cristae junctions (Renken C., 2002) de manera que, s1 bien el
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mterior de la cresta posee espacio intermembrana, se produce una compartimentalizacion

estructural y funcional.

El Espacio Intermembrana (EI), con una composicion similar al citosol, tiene una
alta concentracion de protones como resultado del bombeo de los mismos por los complejos
enzimaticos de la cadena respiratoria. En este espacio se localizan la adenilato quinasa y
la creatina quinasa, enzimas que intervienen en la transferencia del enlace de alta energia del
ATP.

La Matriz mitocondrial (MM), espacio delimitado por la membrana interna y de
composicion menos acuosa que el citosol, alberga la mayoria de los complejos enzimaticos
asociados al metabolismo mitocondrial que no son de membrana y al genoma mitocondrial. En
la matriz, a su vez, tiene lugar el ciclo de acidos tricarboxilicos, la oxidacion de acidos grasos,
carbohidratos, biosintesis de urea y del grupo hemo v la sintesis de proteinas dependientes del

genoma mitocondrial, entre otros procesos.

3.2.3 La respiracion mitocondrial (Fosforilacion Oxidativa)

La energia generada en forma de ATP por la glucolisis v el ciclo de acidos
tricarboxilicos no es suficiente para la vida de los organismos superiores. De este modo, a
traves del proceso de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) la célula es capaz de producir el 90%
del ATP utilizado. Las fuentes de carbono se catabolizan mediante diferentes rutas metabolicas
generando NADH y FADH2. Estos dadores de electrones son oxidados y los electrones pasan
a traves de la Cadena de Transporte de Electrones (ETC) hasta el O, el cual es reducido
para formar superoxido. Este proceso ocurre en la membrana mitocondrial interna mediante
cuatro complejos principales, un quinto complejo o el llamado ATPasa, ademas de otras
moléculas v proteinas accesorias. Las enzimas que catalizan estas reacciones redox fienen la
capacidad de crear simultaneamente un gradiente de protones a través de la membrana,
produciendo un estado altamente energético con el potencial de generar trabajo. El gradiente
electroquimico tiene dos componentes, uno cléctrico formado por ¢l potencial de membrana
(Ay) y otro quimico producido por el gradiente transmembrana de protones. Finalmente, la
energia potencial de este gradiente es liberada cuando translocan pasivamente los protones
hacia la matriz a través de las subunidades F1-FO del complejo ATPasa o ATP sintasa y la
energia liberada impulsa la conversion de ADP en ATP brindando un enlace de alta energia

(Schaffer S. W., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Cadena de transporte de electrones.

Se han identificado cuatro complejos enzimaticos unidos a membrana interna
mitocondrial. Tres de ellos son complejos transmembrana, que estan embebidos en la
membrana interna, mientras que el otro esta asociado a membrana. Los tres complejos
transmembrana tienen la capacidad de actuar como bombas de protones. Evidencia reciente
sugiere que estos complejos, a pesar de difundirse por la membrana, se encuentran agrupados
en “‘supercomplejos” y hasta “megacomplejos” que brindarian mayor estabilidad vy
funcionalidad a los complejos individuales con la finalidad de agilizar el transporte de
electrones, regular la formacion de radicales de oxigeno o incrementar la eficiencia de

produccion de ATP, segun sea requerido (Dudkina N. V., 2005) (Figura 3).

3.24  Complejos redox mitocondriales

El1 Complejo I (CI) o NADH:ubiquinona reductasa en vertebrados comprende 49
subunidades y su peso molecular es de alrededor de 900 KDa. Su funcion es captar dos
electrones de la oxidacion del NADH al NAD vy transferirlos a un transportador liposoluble
denominado ubiquinona (Q). El producto reducido. conocido con el nombre de ubiquinol
(QH2), difunde libremente por la membrana. Al mismo tiempo, el Complejo I transloca cuatro
protones a través de membrana. Un inhibidor clasico es la rotenona que impide el paso de los

electrones a la ubiquinona.
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El Complejo II (CII) o succinato-ubiquinona reductasa esta formado por cuatro
subunidades y contiene flavina adenina dinucléotido (FAD), centros FeS y un grupo hemo. Es
la tinica enzima del ciclo de Krebs asociada a membrana y no tiene la capacidad de bombear
protones. Los electrones son transferidos por medio de una serie de centros FeS hacia Q. EL
glicerol-3-fosfato y el acetil-CoA también transfieren electrones a Q mediante vias diferentes

en las que participan flavoproteinas.

Figura 3. Esquema tridimensional de la conformacioén de los super/mega complejos

El Complejo III (CIII) o ubiquinol-citocromo ¢ reductasa se compone de 12 subunidades y
posee dos grupos hemo, uno de alto potencial (+90 mV) y otro de bajo potencial (-30 mV), y
une dos ubiquinoles. Transfiere dos electrones desde QH2 hacia dos moléculas de citocromo ¢
(transportador de electrones hidrosoluble que se encuentra en el espacio intermembrana de la
mitocondria) reduciéndolo y bombeando 4 H. Presenta dos inhibidores quimicos bien

conocidos, anfimicina y mixotiazol.

El Complejo IV (CIV) o citocromo ¢ oxidasa se compone, en mamiferos, de 13
subunidades, 3 de ellas codificadas por el ADNmt captan cuatro electrones de cuatro moléculas

de citocromo ¢ y los transfieren al ultimo aceptor de la cadena, el oxigeno (O.), para producir
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dos moléculas de agua (H>O). Al mismo tiempo, se translocan cuatro protones al espacio
mtermembrana. Tiene como inhibidores principales el cianuro y la azida que reaccionan con el
grupo hemo a3; el CO, en cambio, compite con el O: por la union al complejo de manera

reversible. Los tres son inhibidores directos del transporte de electrones.

3.2.5 Las especies reactivas del oxigeno (ROS) y su detoxificacion

Durante 1a respiracion mitocondrial, la reduccion incompleta del O; en la ETC produce
la formacion del anion superoxido (O:7). La mayoria de las especies reactivas del oxigeno
derivan del O;. Sin embargo, los organismos aerobicos tanto en la mitocondria como en el
citosol desarrollaron mecanismos antioxidantes para protegerse y contrairestar los efectos
nocivos del exceso de produccion de estos agentes oxidantes. Dichos mecanismos se clasifican
en enzimaticos y no-enzimaticos. Entre los no-enzimaticos encontramos al acido ascorbico
(vitamina C), o-tocoferol (vitamina E), glutation (GSH), carotenoides y flavonoides, entre
otros. Los mecanimos antioxidantes enzimaticos son las diferentes superoxido dismutasas

(SOD), la catalasa, el sistema glutation peroxidasa (GPxX) y el sistema tiorredoxina.

Las ROS son moléculas inestables pero fisiologicamente necesarias para llevar a cabo
procesos claves como la transduccion de senales, la apoptosis, la proliferacion celular y la
expresion de genes; aunque altos niveles pueden facilmente oxidar y danar proteinas, ADN y
lipidos provocando un desbalance de la homeostasis celular que conlleva a la pérdida de
funcion biologica y al envejecimiento, entre otras patologias. De esta manera, el balance entre
produccion mitocondrial de ROS y su eliminacion puede dirigir el destino celular (Tait S. y

Green D. R., 2012; Chandel N.S., 2010; Finkel T., 2011).

La mayor parte del O, generado es vectorialmente liberado en la matriz mitocondrial
donde la enzima MnSOD cataliza su dismutacion a peroxido de hidrogeno (H-0:) (Boveris A.
y Cadenas E., 1997). E1 H;O; difunde a través de las membranas mitocondriales donde las
enzimas antioxidantes catalasa y GPx lo descomponen a H>O. De esta manera, los niveles de
ROS mitocondriales son un balance entre la tasa de produccion por la ETC v la actividad de

las enzimas antioxidantes.

Existen tres formas de superoxido dismutasa: la Mn-SOD (SOD2), que se localiza en
la matriz mitocondrial y a diferencia de las demas no puede ser inhibida por cianuro o
dietilditiocarbamato, la Cu,Zn-SOD (SOD1), que se localiza en €l citoplasma celular y espacio

mtermembrana mitocondrial v la SOD extracelular (EC-SOD), que se encuentra unida a la

11
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superficie de la célula por asociacion de los carbohidratos de superficie en el espacio
extracelular. Todas las superoxido dismutasas catalizan la reaccion de conversion del O» a

HgOzZ
O+ 0+ 2H" — » H;0,+ 0O,

A su vez, el H-0, puede ser eliminado por dos tipos de enzimas, las catalasas y las
peroxidasas. La catalasa es una hemoproteina que se encuentra principalmente en los
peroxisomas y puede ser nhibida de forma inespecifica por cianuro y HOCI y de forma
especifica por aminotriazol. La catalasa media directamente la descomposicion del H->O:

generando O» y H>O.
2H>0> — 2H.0+0O>

El sistema glutation peroxidasa (GPx) consiste del par glutation reducido/oxidado
(GSH/GSS@G), la glutation reductasa y la glutarredoxina (GRX). Su distribucion subcelular es
complementaria a la de la catalasa, encontrandose principalmente en el citosol pero también es
posible detectarla en mitocondria. La GPx no solo intercepta directamente a especies reactivas
del oxigeno sino que tambien regula el estado redox intracelular utilizando el H>O; para oxidar
otros sustratos. La glutation reductasa restablece los niveles de GSH al reducir el GSSG
utilizando NADPH como agente dador de electrones; de esta manera, la relacion GSH/GSSG

se mantiene alta en condiciones normales (Figura 4).

GSSH

Figura 4. Esquema representativo del sistema GSH/GSSG

Por 1ltimo, tenemos a las peroxirredoxinas (Prxs) y a las tiorredoxinas (Trxs). Estos
sistemas se encuentran distribuidos por varios compartimientos subcelulares y ejercen su

accion antioxidante a través de la reduccion del H-O> y de los hidroperoxidos organicos
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(ROOH). Las Prxs son mantenidas en su forma reducida por el sistema tiorredoxina
(Trx)/tiorredoxina reductasa (TrxR) que utiliza al NADPH como dador de electrones. Estos
procesos tienen un rol importante en la regulacion redox de varios procesos celulares que
inducen el estrés oxidativo, tales como la sintesis de ADN, la proliferacion celular y la

apoptosis (Espinosa-Diez C., 2015) (Figura 3).

NADP*

NADP+ NlDF.’H

+H

H,0

Figura 5. Esquema representativo de los mecanismos de detoxificacion redox celular.

3.2.6 Morfologia y Dinamica mitocondrial

Las mitocondrias son orgenelas moviles y altamente dinamicas que muestran un ciclo
continio de fision y fusion (Westermann B_, 2010; Chan D C_, 2012; Birsa N_, 2013) Estos
procesos llamados en su conjunto Dinamica mitocondrial son importantes para la herencia y
las funciones mitocondriales. La dinamica mitocondrial, mediada por una extensa maquinaria
proteica, en combinacion con el estado de swelling, el crecimiento y la division de las organelas
(biogénesis) y el proceso de depuracion y eliminacion de mitocondrias danadas por mitofagia,
determinan la morfologia mitocondrial neta (Westermann B, 2010; Twig G. y Shirthai O. S,
2011; Picard M., 2013; Archer S. L., 2013). Las numerosas funciones celulares en las que se
ve involucrada la mitocondria se reflejan en su estructura, las mismas no se encuentran aisladas
sino formando una red interconectada. El desbalance de estos procesos puede dar como
resultado la fragmentacion mitocondrial debido a una fision excesiva o a una fusion
disminuida, pero también puede generar mitocondrias largas y altamente interconectadas en un

escenario inverso (Sesaki H. y Jensen R. E., 1999; Zamponi N., 2018) (Figura 6).
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Trabajos recientes demostraron que los cambios en el volumen mitocondrial y/o (ultra)
estructura modifican la cinética de las reacciones bioquimicas y el ensamblaje de
supercomplejos modificando la homoestasis mitocondrial (Lizana L., 2008; Dieteren C. E.,
2011; Coghiati S., 2013; Mannella C. A., 2013). Aunque se hicieron muchos progresos durante
la ultima década, todavia no esta claro como el estado de la red y de las diversas morfologias
mitocondriales esta relacionado mecanicamente con las funciones mitocondriales. Esto podria
estar asociado con el hecho de que varias proteinas de fusion y fusion también tienen otras
funciones fuera de la dinamica mitocondrial (Zorzano A., 2010; Schrader M., 2012).

Mint

Min2
Opat

% PGC-1ax Biogénesis
/_ busion € _—— Mitocondrial

@
D o
Mitocondria

g J g
Fisidn :\ Degradacion

Drp1 Mitocondrial

Figura 6. Esquema grafico de los procesos de Dindmica mitocondrial y las principales proteinas

mvolucradas

Los primeros eventos de fision y fusion fueron descriptos en levaduras donde se
descubrio una amplia familia de GTPasas encargadas de mediar dichos procesos. La fusion
mitocondrial es un proceso concertado que implica primero la fusion de las membranas
externas y luego la fusion de las membranas internas. Fzo y Mgml1, descubiertas en levaduras,
fueron las primeras proteinas descriptas que median este proceso. Sus ortologas altamente
conservadas en mamiferos son Mfnl/2 y OPA1 (optic atrophy 1) respectivamente. Mfinl y 2
poseen dos segmentos transmembrana insertos en la membrana mitocondrial externa con su
mayor parte en la cara citosolica y mediante la hidrolisis de GTP imnducen un cambio
conformacional de este dominio mediando la union de las membranas (Rojo M., 2002). A su
vez, la fusion de la membrana interna es mediada por OPAL, la cual posee una secuencia de
importe N-terminal seguida de secuencias de clivaje que permiten generar las dos variantes que

son necesarias durante el proceso de fusion. Seguido de las secuencias de clivaje se encuentra
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el domimio GTPasa y por ultimo el dominio GED (dominio efector- GTP) encargado de la
mteraccion con Mfnl/2 que permite coordinar el proceso de fusion de la MIM y la MEM

(Zorzano A., 2010).

En levaduras las principales proteinas involucradas en el proceso de la fision
mitocondrial son Dnml (proteina de tipo dinaminal), Fisl (proteina de fision mitocondrial) y
Mdvl (proteina de division mitocondrial). En mamiferos encontramos a Drpl ortologo de
Dnml, que es una proteina citosolica capaz de formar oligomeros y consta de tres dominios,
un dominio efector de GTP C-terminal unidos por un dominio a-hélice y el dominio GTPasa
N-terminal. Drpl presenta una variante de splicing especial en cerebro. Por otro lado, en
mamiferos, también se encuentra Fis1, la cual esta anclada a la membrana externa mitocondrial
y es la principal encargada de reclutar a Drpl (Mozdy A. D., 2000). No es la tmica sino que en
mamiferos se han descripto otras proteinas como MFF (factor de fision mitocondrial) y las
Mid49/ 51 (proteina de dinamica mitocondrial de 49 y 51 Kda) que ejercen el papel de Fisl
(Otera H.. 2010). El proceso de fis10n ocurre cuando los oligomeros de Dipl forman un espiral
y se reclutan a la MEM produciendo una estrangulacion de la organela dependiente de la
hidrolisis de GTP (Figura 7).

Los ciclos de las mitocondrias comienzan con el crecimiento v la division de organelas
pre-existentes (biogénesis) y finalizan con el recambio y la degradacion de organelas
deterioradas o sobrantes (mitofagia). Las redes mitocondriales fusionadas son importantes para
la disipacion de la energia metabodlica a través de la transmision del potencial de membrana
mitocondrial a lo largo de filamentos, para la complementacion de los productos geénicos
provenientes de ADN mitocondrial (ADNmt) en células heteroplasmicas (Yoneda M., 1992) y
para contrarrestar la disminucion de las funciones respiratorias durante el envejecimiento. Por
otra parte, la fision es requerida para la herencia y particion de los organulos durante la division
celular, para la distribucion intracelular a traves del citoesqueleto y el recambio por mitofagia
y para la liberacion de factores pro-apoptoticos desde el espacio intermembrana (Lee Y. T,
2004).

Mediante la biogénesis mitocondrial las células aumentan su masa mitocondral
individual y el numero de copias incrementando la produccion de ATP en respuesta a una
mayor demanda energética. Durante este proceso, aumenta la expresion de las enzimas
metabolicas de la glucolisis, de la fosforilacion oxidativa, lo que genera una mayor capacidad

metabolica mitocondrial. Sin embargo, dependiendo de las senales extracelulares e
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mtracelulares se puede favorecer la biogénesis o la mitofagia, aumentando o disminuyendo el
numero y el tamano de las mitocondrias (Bereiter-Hahn J. y Voth M., 1994; Rube D. A ., y van
der Bliek A. M., 2004).

El factor de transcripcion proliferador de peroxisoma activado por receptores gama
coactivador 1-alfa (PGC-10) es el principal mediador del proceso de biogénesis mitocondrial.
PGC-lo, miembro de la familia de receptores nucleares, luego de su activacion induce la
expresion de proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial y de factores de transcripcion,
como por ejemplo, el receptor gama activador del factor proliferador de peroxisoma (PPAR-
7). con el que interacciona permitiendo la activacion de factores de transcripcion como NRF-1
y NRF-2 (factores respiratorios nucleares 1 y 2). Estos ultimos promueven la expresion de
Tfam (Factor de transcripcion mitocondrial A) que induce la sintesis de ADNmt y enzimas

mitocondriales (Figura 8).

Se ha descripto que la capacidad de biogénesis mitocondrial disminuye con la edad, y
dicha funcion mitocondrial disminuida se ha asociado con la pérdida de masa muscular, la
diabetes y enfermedades neurodegenerativas. El envejecimiento también puede inducir
cambios en los niveles de expresion de proteinas involucradas en la dinamica y biogénesis

mitocondrial, afectando la homeostasis mitocondrial.

Fusién A
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mitocondria FReclutamiento 4
de Drpi

{ ' u-'

fusion de la membrana

division mizccondrial

inerna madiadz por OPA1 l“h"'“"""‘" de Drpl y

fusion de membrana
externa mediada por Min

Figura 7. Esquema que resume el ciclo de fision y fusion mitocondrial con sus

principales componentes (en mamiferos).
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Figura 8. Representacion grafica del proceso de biogénesis mitocondrial

3.3 EL OXIDO NIiTRICO

El oxido nitrico (NO) es una molécula diatomica sin carga que en condiciones normales
de presion y temperatura es un gas incoloro relativamente lipofilico (6-8 veces mas soluble que
en agua), por lo cual sus reacciones se ven favorecidas en membranas biologicas con respecto
a ambientes acuosos, aunque su solubilidad en agua es similar a la del O> (2 mM). (Shaw A.,
1977). E1 NO es un radical libre con un electron desapareado compartido entre el nitrogeno y
el oxigeno, con predominancia sobre el nitrogeno, por lo que reacciona con otras moléculas a

traves de este ultimo (Fukuto J. M., 2000).

E1 NO puede ser reducido u oxidado en sistemas biologicos, originando una familia de
especies secundarias. Su reactividad mtermedia le confiere alta selectividad en sus reacciones
que lo convierten en un segundo mensajero ideal (Lowenstein C.J_ 1994; Pacher P_, 2007). Su
amplio rango de funciones fisiologicas incluye desde la proteccion contra patogenos, la
tonicidad vascular, la proliferacion, la muerte celular y la accion como neurotransmisor hasta

la oxidacion y nitracion de proteinas.
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Los efectos del NO sobre el metabolismo y la senalizacion mitocondrial son
ampliamente estudiados. El NO regula el consumo de oxigeno mitocondrial por inhibicion
reversible de la citocromo oxidasa, modifica el potencial de membrana y se ve involucrado en

la homeostasis del calcio (Sisalli M. J., 2014).

A bajas concentraciones (< 200nM), el NO interactiia principalmente de forma directa
con sus blancos biologicos. A concentraciones que varian entre 0,05-0,10 pM compite en forma
reversible con dos sitios de union del oxigeno de la citocromo oxidasa en la ETC (Takehara
Y., 1995). A concentraciones mayores, 0,3-0,5 pM, NO impide la transferencia de electrones
entre los citocromos b vy ¢l presentes en el CIII (Carreras M. C., 2007; Sampath P. D., 2009).
La inhibicion de estos complejos genera un estado altamente reducido de los componentes de
la ETC que promueve la oxidacion de las moléculas de ubiquinol y como producto final
ubiquinona y O» (Poderoso J. J., 1999). Ademas, interactua de forma directa sobre el cGMP,
y a traves de las nitrosilaciones que sufren algunas proteinas son capaces de regular su actividad
(Haun F., 2013; Zhang, Y. H., 2014; Russwurm M., 2013).

A concentraciones elevadas (>400nM), se favorece la interaccion de forma indirecta
del NO a traves de las especies reactivas del nitrogeno (RNS) producidas por su reaccion con
especies reactivas del oxigeno, las cuales incluyen al oxigeno v sus productos de reduccion
parcial (Radi R., 2002; Pacher P., 2007). El O reacciona con dos moléculas de NO, generando

dos moléculas de dioxido de nitrogeno (NO-), a través de las reacciones [1-3].

NO +0; — ONOO" [1]
ONOO" +NO — ONOONO [2]
ONOONO - 2NO, [3]

E1 NO; es otro radical, mucho mas oxidante que el NO (E=+1.04 V para la cupla NO»/
NO>) (Stanbury D. M., 1989). La reaccion del NO2 con NO en soluciones acuosas genera

nitrito como producto estable (reacciones [4- 5]).
NO; +NO — N:0s [4]

N>O3; + HoO — 2NOy +2H™ [5]

18



Introduccion

La reaccion [5] es una nitrosacion del agua (adicion de NO™). La nitrosacion es una
reaccion muy favorable del N>Os, que ocurre con nucleofilos en general, como por ejemplo los

tioles (Challis B. C., 1978).

A su vez, lareaccion del anion superoxido (O2) con NO es muy favorable (Blough N.
V., 1983) y se ve limitada solo por la difusion de las especies (Huie R. E., 1993) (reacciones
[6-7D).

NO + 0, — ONOO- [6]
ONOO" + H" — [HO...ONO] [7]

La protonacion del peroxinitrito (ONOO") es seguida por la rapida lisis del acido, que
genera dos radicales de vida media muy corta, el NO»* y el OH® Estos radicales son
responsables de gran parte del espectro de las reacciones del ONOO", en su mayoria de
oxidacion, con constituyentes biologicos (Pryor W. A., 1999). Su concentracion esta limitada
por la presencia de superoxido dismutasa (SOD), la cual compite por el O>; dado que la
concentracion de SOD es un orden mayor, en condiciones normales, la produccion de ONOO
es baja. La altisima reactividad del ONOO" se ve limitada en parte por su corta vida media
(0,67 seg) que asegura una baja difusion (Denicola A., 1998). Esta particularidad determina

que el ONOO" actie solamente en ¢l sitio donde es formado.

Tanto el NO»* como el ONOO" son capaces de oxidar moléculas blanco como tioles o
grupos metalicos, pero la nitracion de residuos de tirosina en proteinas es la modificacion
postraduccional mas significativa. La nitracion (N-Tyr) puede generar cambios
conformacionales que modifican la actividad enzimatica o impiden la union de sustratos y
moléculas blanco (Zou M., 1997; Ara J., 1998; Sousa J. M., 2008: Deeb R. S., 2006).

El CI de la ETC es muy susceptible a RNS; niveles fisiologicos de NO generan
inhibicion reversible por S-nitrosacién de un tiol (Chinta S. J., 2006) pero cuando los niveles
superan 10 uM, el ONOO" generado actiia modificando residuos de tirosina en subunidades del
complejo [, limitando asi la entrada de electrones a la cadena de transporte (Davis C.W_ 2010).
Otro blanco del ONOO" es el citocromo c, este posee cuatro tirosinas capaces de ser nitradas
generando cambios conformacionales que conducen a la pérdida de la capacidad para
transportar electrones (Jang B. y Han S., 2006). La inhibicion de la ETC por las reacciones
directas e indirectas del NO favorece la formacion de ROS tales como O>" y H>O» dentro de la
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mitocondria (Poderoso J. J., 1996). Ademas de actuar sobre la ETC, el NO afecta otras
proteinas mitocondriales, sus derivados como el peroxinitrito pueden desencadenar falla en la
degradacion proteosomica, inhibicion de la actividad enzimatica e interferencia en funciones
de regulacion, lo que puede traducirse en enfermedades ligadas al envejecimiento por

alteracion estructural de proteinas (Perez-Gallardo R. V., 2014).

3.3.1 Las oxido nitrico sintasas

Hasta ahora hemos descripto los efectos del NO en la homeostasis celular y mas
precisamente sobre la mitocondria, pero para comprender su mecanismo de accion es necesario
estudiar de donde viene y como se genera. El NO es producido en las células por enzimas
oxido-reductasas conocidas como oxido nitrico sintasas (NOS), que a través de la oxidacion de
cinco electrones del centro guanidinico del aminoacido L-arginina (L-Arg) utilizando NAPDH
como dador de electrones, obtienen cantidades equimolares de NO, el aminoacido citrulina y

agua (Forstermann U. y Sessa W. C., 2011) (Figura 9).
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Figura 9. Reaccion de sintesis de NO a partir de L-Arginina

Las NOS poseen dos dominios principales, un dominio oxidasa N-terminal y un
dominio reductasa C-terminal unidos por una region bisagra de union a calcio-calmodulina
(Ca-CAM). El dominio oxidasa N-terminal contiene sitios de union a hemo, a
tetrahidrobiopterina (BH4) y a su sustrato, arginina. E1 dominio reductasa, a su vez, posee sub-
dominios con union al cofactor flavina adenina mononucleotido (FMN), a NADPH vy a flavina
adenina dinucledtido (FAD). Este tltimo dominio pertenece a una gran familia de proteinas
que incluyen a la citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH (CYPOR), las
flavoproteinas sulfito reductasas y la reductasa 1 (Gruez A., 2000; Wang M., 1997; Paine M.
1.,2000).
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Ambos dominios son cataliticamente activos por separado (Ghosh D. K, 1995); sin
embargo, no es posible la catalisis de NO a menos que ambos dominios estén interconectados
y la enzima se encuentre como homodimero a través de la interaccion de los dominios
oxigenasa de cada monomero (Crane B.R, 1998; Fischmann T. O., 1999). El pasaje de
electrones ocurre de manera cruzada entre el dominio reductasa de uno de los monoémeros y el
grupo hemo unido al dominio oxigenasa del otro. Algunos trabajos sugieren que en el dominio
reductasa los sub-dominios FMN de los dimeros de NOS oscilan cediendo y aceptando
electrones en una configuracion que mantiene unida y activa a la proteina. A su vez hay una
union covalente hemo-FMN y una interaccion no-covalente entre este complejo y CaM (hemo-
FMN:CaM). En este contexto, la fosforilacion inhibitoria en el sitio Ca-CAM (ser’**?) bloquea
el movimiento de los dominios FMN vy el paso de electrones (Smith B.C., 2013; Garcin E. D,
2004; Forstermann U., 2011) (Figura 10).
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Figura 10. Estructura y modelo catalitico de NOS

3.3.2 Isoformas de NOS

En mamiferos existen tres isoformas codificadas en diferentes genes, que cumplen
funciones variadas y responden de manera diferente a los inhibidores. Actualmente se las
conoce como NOS neuronal (nNOS o NOS-1, 161KDa), NOS inducible (iNOS o NOS-2,
133KDa) y NOS endotelial (eNOS o NOS- 3, 131KDa). Tanto la nNOS como la eNOS son de
expresion constitutiva y calcio dependiente para su actividad. La nNOS fue la primera de las
tres isoformas en ser identificada y descripta en tejido nervioso y contiene un dominio PDZ
que contribuye a su anclaje e interaccién con otras proteinas. La eNOS fue originalmente
descripta en las células del endotelio vascular y tiene un rol crucial en la regulacion del tono
vascular, la proliferacion celular, la adhesion de los leucocitos y la agregacion plaquetaria
(Wang Y., 1995). Por altimo, la iNOS se expresa de manera inducible en una variedad de

tejidos y fue originalmente descripta en macrofagos, su expresion esta regulada por citoquinas
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proinflamatorias, lipopolisacarido bacterial, etc. (Geller D. A., Sherman M. P., 1993). Dada su

alta afinidad por el Ca, se considera Ca independiente para su actividad (Figura 11).

Dominio oxidasa ~ Domimio reductasa
/ VS Y
nNOSs NI—L—{ bmﬂxml |CaM| |FMN||FAD| | NADPH | }—L(DH
Mir
eNOS i pemitwpun]  [cn| [mes][ean] | waoex | |-coom
iNOS | peotemm| o] [mwiean]| | wevm | -coom

Figura 11. Isoformas clasicas de la NOS

NOS neuronal (nNOS)

El gen que codifica para la isoforma neuronal de NOS es uno de los mas complejos del
genoma (Brenman J. E., 1997). Debido a la presencia de multiples promotores y sitios de inicio
de la transcripcion, existen nuinerosas variantes de splicing, donde la inclusion o exclusion de
dominio PDZ del extremo terminal de la nNOS es de las mas descriptas en la literatura. Este
dominio PDZ de interaccion proteina-proteina de aproximadamente 100 aminoacidos no
parece ser relevante para la actividad enzimatica (Panda K., 2003) pero puede interaccionar
con dominios PDZ de otras proteinas o con secuencias consenso en los extremos carboxilo
terminales de proteinas blanco (Kang B. S., 2003; Noury C., 2003). De esta manera, nNOS
forma complejos que determinan su ubicacion subcelular, como en el caso de su interaccion
con la proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD-95) que actia como proteina de anclaje en

neuronas (Kim E., 2004).

Diferentes trabajos han demostrado un aumento considerable de nNOS en el cerebro de
rata durante el envejecimiento con aumento de nitrosilacion de proteinas mitocondriales (Lam
P. Y., 2009). Aunque la actividad de nNOS puede hallarse disminuida en regiones cerebrales
especificas (Navarro A., 2008), nuestro grupo ha observado, en resultados preliminares, un
aumento en la expresion y actividad de nNOS seguido de un aumento en los niveles de nitracion

de proteinas mitocondriales en cerebro e higado de ratas a lo largo del envejecimiento.

22



Introduccion

Debido al papel fundamental del NO en varios procesos patologicos, se ha desarrollado
una amplia gama de inhibidores quimicos para su estudio, quepueden clasificarse de acuerdo a

su sitio de union.
1. Inhibidores que actian sobre el sitio de union a Arg.
2. Compuestos que mimetizan el co-factor BH4.

3. Inhibidores que interactiian con el grupo hemo de las NOS, estos compuestos se unen a

la enzima en forma monomérica e impiden la dimerizacion.
4. Compuestos que interactuan con los cofactores calmodulina o flavinas.

Los inhibidores analogos de [.-Arg representan el grupo que se descubrio primero y
actualmente, el mas utilizado. Dentro de este grupo se encuentra el compuesto L-N“-Nitro-
Arginina Metil Ester (L-NAME), que actia a través de una unién no-covalente con las NOS
una vez que es hidrolizado a L-N”-Nitroarginina (L-NNA) un inhibidor mds potente pero

menos soluble.

3.4 p66°H°€ Y LA FAMILIA DE PROTEINAS SHC

Dada la amplia evidencia cientifica que senala a la mitocondria como regulador clave
de la longevidad, se han destinado recursos y esfuerzos a la identificacion de los mecanismos
responsables de los efectos nocivos de la produccion de ROS mitocondrial en el proceso de

envejecimiento y en las vias moleculares responsables de su generacion.

Se han identificado en mamiferos, Drosophila y C. elegans tres isoformas del protoonco
gen SHC1, las proteinas she de 46, 52 y 66 kDa (p46shc, p52she, p66shc) sugieriendo un papel
conservado evolutivamente del locus (Luzi L., 2000; Pelicci G., 1996). Todas las isoformas de
SHC1 se generan a partir del mismo ARNm mediante splicing alternativo v su delecion total
resulta letal (Pelicci G., 1992). Estas proteinas controlan una amplia variedad de funciones
celulares criticas, como el crecimiento (Migliaccio E., 1997; Ravichandran K. S., 2001), Ia
apoptosis (Pacini S., 2004; Trinei M., 2002; Giogio M., 2005; Pinton P., 2007; Orsim F., 2004)
y la esperanza de vida a través de la transmision de informacion de los receptores de superficie
como EGFR, erbV-2 e insulina (Migliaccio E., 1999). Estas proteinas se definen como
“adaptadoras” ya que se unen a las tirosinas fosforiladas de los receptores de factores de

crecimiento a través de sus dominios PTB y SH2 (Pelicci G., 1992). Las tres comparten los
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dominios PTB / SH2 y CH1. pero p66shc. con rol mitocondrial, se caracteriza por una region
CH adicional (CH2) localizada en el extremo N terminal que puede ser fosforilada en serina

36 (Migliaccio E., 1997; Pelicci G., 1992).

Mientras que p46shc y p52she ejercen su accion a través de la via de senalizacion
ERK/RAS, p66, la isoforma mas larga de este locus, es un determinante genético de
longevidad que regula el metabolismo mitocondrial a través de la generacion de ROS mediando
la apoptosis celular. Consecuentemente, la ablacion de p66™ se traduce en una marcada
disminucion de la produccion de ROS mitocondrial y en un 30% de aumento de la expectativa
de vida de los animales de experimentacion siendo mas resistentes al estrés oxidativo (Nemoto
et al, 1996). Ademas, estos ratones estan protegidos contra la disfuncion endotelial mediada
por ROS asociada a la edad y contra el envejecimiento de las células madre cardiacas (Francia

P. 2004; Rota M. 20006).

3.41  Mecanismo de accion de p66shc en la mitocondria

Ante una senal de estrés (factor de crecimiento, activacion de receptor de insulina,
excesiva radiacion o estrés oxidativo), PKCP se activa y fosforila en Ser36 a p66she en el
citoplasma. Esto permite el reconocimiento y la union de la prolil isomerasa Pin1 isomerizando
de cis a trans a p66shc. Luego. esta ultima es desfosforilada por PPA2 (pirofosfatasa 2) e
immportada mediante los complejos TIM/TOM y mtHSP70 a la mitocondria donde causa
alteraciones de las respuestas mitocondriales de calcio, se une al citocromo ¢ y actiia como una
oxidoreductasa, transportando electrones del citocromo ¢ al oxigeno molecular. p66shc induce
la produccion de ROS, la fragmentacion de mitocondrias, la liberacion de citocromo c y la
apoptosis (Giogio M., 2005) (Figura 12).

La existencia de esta reaccion redox alternativa, evitando la cadena de transferencia de
electrones mitocondrial y generando ROS mitocondrial en respuesta a sefales de estrés
especificas, respalda el papel de estas especies de oxigeno como potentes moléculas de
senalizacion y a la via de senalizacion p66shc como un determinante clave del metabolismo
energético. Esta hipotesis se ve reforzada por el reciente descubrimiento de que las ROS
producidas por la induccion de p66shce regulan la sefializacion de la insulina en los adipocitos
y el desarrollo de grasa. La insulina induce la actividad redox de p66shc, afectando la cascada
de sefializacion de msulina a favor de una reduccion del consumo de oxigeno mitocondrial v

una induccion del desarrollo de grasa. Ademas, se informa que los animales knock-out p66shc
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poseen alteraciones de la regulacion térmica causada por una reduccion de la masa grasa de los
tejidos adiposos blanco y marron, independiente de la ingesta de alimentos, la absorcion
intestinal de nutrientes o actividades locomotoras (Berniankovich L., 2008). Por lo tanto, la
adaptacion al frio asi como la optimizacion del almacenamiento de energia podrian ser
funciones evolutivas conservadas que conservan el gen p66shc en mamiferos. Estos hallazgos
sugieren la existencia de un vinculo estrecho entre el metabolismo energético, el estrés

oxidativo y el envejecimiento, segiin la teoria mitocondrial del envejecimiento por ROS.

Estrés Celular Envejecimiento

‘-’ I
/IP APOPTOSIS
@

=

Figura 12. Mecanismo de accién y sefializacion de p66she

3.5 SIRT3, UNA SIRTUINA MITOCONDRIAL

Las sirtuinas son una familia de desacetilasas dependientes de NAD', conservadas a lo
largo de la evolucion y capaces de retrasar el proceso de envejecimiento. En mamiferos existen
7 sirtuinas ortologas a sir2 presente en levaduras, siendo Sirtl de sublocalizacion nuclear, la
estructuralmente mas parecida. Se ha descripto que Sirtl es capaz de actuar como represor
transcripcional desacetilando histonas asi como también regulando la acetilacion de factores
de transcripcion como MyoD, FOXO, p53 v NF-kB (Vaziri H., 2001; Yeung F., 2004). Otras
sirtuinas nucleares menos estudiadas son Sirt6 y Sirt7 que fueron asociadas a la histona H3K9
en la regulacion de telomeros y como regulador de la ARN polimerasa I respectivamente
(Michishita E., 2008; Ford E., 2006). Sirt2, de sublocalizacion citoplasmatica, es asociada a la
deacetilacion de microtubulos y a-tubulina. (North B. J., 2003). Por ultimo, Sirt3, Sirtd y Sirtd
estan localizadas en mitocondrias, siendo la primera la mas estudiada y asociada a regulacion

de vias metabolicas.
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Los cambios en el perfil de acetilacion de las lisinas en las proteinas o “acetiloma” estan
asociados con el envejecimiento y enfermedades relacionadas con este proceso ya que distintos
factores, como las histonas deacetilasas I y II (HDACS), las sirtuinas y las histonas acetil-
transferasas (HATs), median el detrimento de diversas funciones biologicas dependientes de la
edad, incluyendo el deterioro cognitivo, el cancer y la neurodegeneracion (Puri P.L., v
Sartorell1 V. 2010). Dentro de las sirtuinas de sublocalizacion mitocondrial se encuentra Sirt3,
que regula la acetilacion de muchas de las proteinas que participan en la generacion de ATP,
el ciclo de la urea, el metabolismo de lipidos, ¢l ciclo de los acidos tricarboxilicos, la cadena
de transporte de electrones, la regulacion redox y la respuesta al estrés (Lombard D. B., 2007

Schwer B., 2006; Hallows W. C., 2000).

Estudios recientes demostraron que durante el ayuno o la restriccion calorica se
modulan los niveles de acetilacion de proteinas mitocondriales en ratones (Schwer., 2009).
Ademas, se ha descripto un aumento de la expresion de Sirt3 en varios tejidos bajo esta
condicion, lo que sugiere que esta sirtuina podria mediar la proteccion de estos tejidos contra
el envejecimiento inducido por ROS (Hallows W. C., 2011, Perez., 2009; Shi., 2005). En
consecuencia, seria posible que la activacion de Sirt3 sea regulada por los niveles de ROS/RNS
coordinando el proceso de envejecimiento. El NO promueve un aumento de la produccion
mitocondrial de Os” por diferentes mecanismos, pero podria como potencial activador de p66™*
ser un factor significativo y contribuyente a esta produccion modulando la homeostasis

mitocondrial.
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4 HIPOTESIS

Durante el envejecimiento, las especies reactivas del oxigeno/nitrogeno podrian
modular la expresion y actividad de proteinas mitocondriales clave para el
mantenimiento de la homeostasis celular como la desacetilasa Sirt3, coordinando la
biogénesis mitocondrial y el balance entre fusion/fision de dichas organelas en el cerebro

de ratones p66<-,

S OBJETIVOS

Objetivo general

Profundizar en la relacion bidireccional entre la homeostasis redox y los genes
reguladores de la senescencia en un modelo de envejecimiento saludable, analizando como los
cambios en el metabolismo oxidativo/nitrosativo de los ratones p66°°~) influyen en el

equilibrio de la dinamica mitocondrial y en la actividad de Sirt3.
Objetivos especificos:

1) Determinar si existen cambios en los niveles de NO en los ratones p66°? que modifiquen
el metabolismo mitocondrial.

2) Establecer que las alteraciones metabolicas en los ratones p66°°t-) se correlacionan a
cambios en el contenido y la dinamica mitocondrial y en la estructura de la red de las
mismas.

3) Estudiar como se asocia el envejecimiento a cambios en Sirt3 a traves del NO y ROS.

4) Explorar los posibles mecanismos por los cuales p66she, Sirt3 y el NO coordinarian

procesos para dar lugar a una mayor esperanza de vida.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Colonia de ratones y Bioética

El Dr. P.G. Pellicei del Instituto Europeo de Omncologia de Milan amablemente
proporciond las parejas reproductoras de ratones 129/SV p66shc knock-out (p66=°°“) para este
proyecto. Las poblaciones reproductoras se retrocruzaron con ratones 129/SV de genotipo
salvaje. La colonia se mantuvo en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

Ratones heterocigotas para el gen mutante (p66™°*")) fueron apareados entre si para
producir el ratén mutante homocigota (p662<?), y el ratdn de genotipo salvaje (WT) utilizado
como confrol para el estudio. El proceso de envejecimiento de los ratones fue llevado a cabo
integramente en las instalaciones del Bioterio en donde fueron alojados durante toda su vida a
temperaturas constantes (20-24 °C) con un ciclo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad y
alimentados ad libitum con una dieta estandar de libre acceso al agua. Los experimentos con
animales se realizaron de acuerdo con los principios de cuidado y de animales de laboratorio
para investigacion. EI Comité Institucional para el Cnidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Universidad de Buenos Aires aprobo todos los procedimientos realizados en
estos animales. Se hicieron todos los esfuerzos posibles para minimizar y reducir ¢l nimero de
animales utilizados y el suftimiento de los mismos. Para el mantenimiento de la colonia de
ratones knock-out fue necesario que al momento del destete se obtenga un trozo de tejido
(oreja/cola) para extraer ADNg y realizar PCR a punto final con primers especificos para

determinar el genotipo de los ratones.

En la Tabla 1 se resumen los anticuerpos primarios utilizados en la presente tesis, con

las diluciones y pesos moleculares correspondientes.

Para la deteccion de las proteinas a traves de SDS-PAGE y Western Blot se utilizaron
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) de Amersham (GE
Healthcare) o con fluoroforos Alexa Fluor 488 cabra anti-raton y Alexa Fluor 555 cabra anti-

conejo que fueron adquiridos en Li-Cor (Argentina).
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Tabla 1. Diluciones utilizadas de cada anticuerpo de mterés y de los comrespondientes

anticuerpos secundarios.

Anticuerpo Peso Dilucién Dilucidn Tipo de Ab
Molecular = Ab 1° Ab 22 | secundario

(KDa)
NOS1 BD (aa 1095 a 1289) 155 1:1000 1:20000 Anti-raton
NOS1 Santa Cruz (R20) 155 1:500 1:20000 Anti-conejo
B-actina Santa Cruz (I-19) 42 1:2000 1:6000 Anti-cabra
Opal BD (612607) 80 1:2000 1:8000 Anti-raton
Mfn2 Santa Cruz (H68) 72 1:1000 1:5000 Anti-conejo
Dnmll BD (611113) 80 1:2000 1:6000 Anti-ratén
P-DRP1 Santa Cruz (Ser616) 44-42 1:1000 1:5000 Anti-conejo
Nitrotirosina EMD Millipore 1:1000 1:10000 Anti-raton
SOD2 Cell Signaling 22 1:1000 1:20000 Anti-conejo
Sirt3 Cell Signaling 28 1:1000 1:5000 Anti-conejo
VDAC Santa Cruz (N-18) 35 1:2000 1:8000 Anti-cabra
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6.2 Oligonucleotidos

Los oligonucleodtidos que se detallan en la Tabla 3 fueron disenados con el programa
Pri-Fi para ADNc con homologia en rata, raton y humano de acuerdo con los criterios basicos
de %CG vy sintetizados, al igual que los oligo (dT), por Genbiotech e Invitrogen (Argentina).

Los tamanos de los productos se corroboraron por corrida en un gel de agarosa 2%.

Tabla 2. Secuencia de primers para amplificar ADNg/ADNc/ADNm por qPCR.

Nombre Primer sentido (5° a37) Primer antisentido (5° a 3%) Pares
del Gen de base
(pb)
CTGCACCACCAACTGCTTAG AGGGGCCATCCACAGTCTTC 122
GAPDH
Mfn?2 CTGGTGGCCAACTCAGAGTCCA GCCGCACCTCCTCCATGTACTC 151
Drp-1 TGGAACAAAGTATCTTGCTAGG GAAGAGACTGATACTGAGCAGC 116
Opal CTGGAAGAATCGGACCCAAG AGGTTCTTCCGGACTGTGGT 132
PGCl-u AGCTCCAAGACCAGGAAATCCG AGGCCATCCATGGCTAGTCCTG 175
SOD2 GTAGGGCCTGTCCGATGATG CGCTACTGAGAAAGGTGCCA 130
CAT CACTGACGAGATGGCACACT TGTGGAGAATCGAACGGCAA 175
NOS1 ATGTCCTCAAAGCCATCCAGCG  GGACTCAGATCTAAGGCGGTIGG 167
128 ACCGCGGTCATACGATTAAC CCCAGTTTGGGICTITAGCTG 178
ARNr
165 ACCCCGCCTGTTITACCAAAA ATGCTACCTTTGCACGGTCA 113
ARNr
p66°e)  CTCGTGTGGGCTTATTGACAAAG GGGTGGAGAGGCTTTTITGCTTC 550
— CTCGTGTGGGCTTATTGACAAAG CCICCCCAGGTCATCTGTTATCAC 330
poo6
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6.3 Obtencion de homogenatos, citosol y mitocondrias purificadas

Luego de sacrificados los animales, se procedio a la extraccion del cerebro y se los
colocd inmediatamente en 40 ml de buffer MSHE a 4 °C (0,23 M manitol, 70 mM sacarosa, 1
mM EGTA, 25 mM HEPES, pH 7.4) suplementado con antiproteasas (5 pg/ml de aprotinina,
5 ng/ml de leupeptina y 10 ug/ml pepstatina). A partir de aqui, todo el procedimiento se realizo
en bano de hielo. Los cerebros fiteron reducidos a pequenios trozos con tijera y homogeneizados
en potter Evelhein, previo agregado de 100 pg/ml de PMSF. En esta etapa se tomaron muestras
de cada grupo para constituir los liomogenatos que se utilizaron para los lisados totales.

Se descarto el precipitado correspondiente al tejido no disgregado, c€lulas enteras y
nucleos por centrifugacion a 700 X g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue centrifugado
a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C para precipitar las mitocondrias. El precipitado resultante
de la cenfrifugacion a 10.000 x g fue resuspendido en 2 ml de buffer MSHE con 0,1%
seroalbumina bovina (BSA) y 8 ml de buffer Percoll (30% Percoll, 0,23 M manitol, 0,07 M
sacarosa, 0,5 mM EGTA, 2 mM HEPES, pH 7.4) y ultracentrifugado a 100.000 x g durante 30
mm a4 °C. Serecolecto la banda marron mas densa correspondiente a /a fraccion mitocondrial
v se procedio a dos lavados con buffer MSHE con 0,1 % BSA, un lavado con 150 mM KC1
para extraer la arginasa presente en la cara citosolica de la membrana externa mitocondrial, y
dos lavados con buffer MSHE. El precipitado se resuspendio en 2 ml de buffer MSHE con

antiproteasas, y corresponde a la fraccion mitocondrias purificadas (Tatoyan y Giulivi, 1998).
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El siguiente esquema resume los procedimientos descriptos:

Tejido (Homogenato)
Homogemizacion v centrifugacion
a700xg
Sobrenadante
Centrifugacion
| a7000xg
Pellet Sobrenadante
Ultracentrifugacio:
e A B Ultracenmfugacion
0 ;
a 100000 x g en colchon 2100000 x g
de percoll l i
Interfase con halo de Pellet Sobrenadante
mitocondrias (descartado) (Citosol)

Centrifugacion
a 7000 x g (lavados)

l l

Pellet Sobrenadante

(Mitocondrias) (descartado)

Figura 13. Esquema de la purificacion de las distintas fracciones celulares

6.4 Cuantificacion de proteinas por el Método de Bradford.

Este método se utilizo para medir muestras con una masa de proteinas dentro del rango

de 0,12 2,0 pg/pl.

Preparacion del reactivo

Se diluyo el reactivo comercial en la proporcion 1:5, luego se filtro v se guardo en frasco

base plana.

6.4.2 Curva de calibracion

color caramelo a 4°C hasta su uso. La técnica se desarrollo en microplaca de 96 pocillos con
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Se utfilizo una solucion madre de 2 pg/pl BSA vy la curva de calibracion se realizo con
las siguientes concentraciones de BSA: 2 - 1-0,5-0,25 —0,125 pg/ul. Se grafico la absorbancia

en funcion de las concentraciones, para obtener la ecuacion de la funcion.

6.4.3 Ensavo de muestras, controles y pooles

Se realizo por duplicado cada determinacion. 5 pl de muestra se colocaron en cada
pocillo, luego se agregaron 20 ul de agua destilada y 200 ul delreactivo de Bradford. Se incubo
durante 10 minutos. Luego se leyo la absorbancia a 595 nm y se calculo la concentracion de

proteinas interpolando en la curva de calibracion.
6.5 SDS-PAGE y Western Blot para deteccion de proteinas

6.5.1 Preparacion de las muestras

Las proteinas aisladas de los lisados celulares fueron diluidas a la concentracion
deseada con buffer de siembra en un volumen final de 50 pl (Tris-HCI 10 mM, pH=8; SDS
1%; Glicerol 4%:; sacarosa 0,146 M y azul de bromofenol; DTT 10 mM o B-mercaptoetanol

1%). Luego, las muestras se calentaron durante 5 min a 100°C.

6.5.2 Electroforesis

Se sembraron 30 pg de las muestras ya preparadas de cada una por pocillo.
Adicionalmente, se sembro en otro pocillo el marcador de peso molecular Protein Page Ruler
Marker (Fermentas). Se utilizo el sistema vertical de Bio-Rad. Las muestras se resolvieron en
un gel de poliacrilamida de entre 7 a 15% en condiciones desnaturalizantes a 15 mA por gel
durante 40 minutos en presencia de buffer de electroforesis 1X (25 mM Tris; 192 mM Glicina;
SDS 0,1%).

6.5.3 Transferencia a membrana de PVDF

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas fueron transferidas a un
soporte solido, en este caso un filtro de PVDF 0.4 (Hybond, Amersham Pharmacia). Una de
las caras del gel fue apoyada sobre una membrana del mismo tamaro y ambos fileron colocados
entre papeles Whatman 3M previamente humedecidos en buffer de transferencia (Towbin) 1X
(Tris base 25 mM; glicna 192 mM; SDS 3,5 mM; pH=8,3 y metanol 20% (v/v)) y €stos, a su
vez, colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de un soporte plastico. Toda la

construccion fue sumergida en la cuba electroforética. con buffer de transferencia 1X, con la
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membrana del lado anodico. La transferencia se llevo a cabo a 100 Volts, durante 90 min. Se
verifico que la transferencia fuese exitosa tinendo las membranas con rojo Ponceau (0,1% Rojo
Ponceau, 5% acido acético). La decoloracion de la membrana se llevo a cabo lavando varias
veces con buffer TBS-T (NaCl 150 mM; KCl 2,68 mM; Tris base 24,7 mM; Tween-20 0,05%
(v/v); pH=74).

6.5.4 Inmunodeteccion de proteinas

Para realizar la deteccion de las proteinas, en primer lugar se bloquearon las proteinas
mespecificas con TBS-T (Tween-20 0,05% (v/v) en 10 mM Tris-HCI; pH=7.4) con 5% (p/v)
de leche en polvo durante 60 min. Luego, se lavaron las membranas con TBS-T y se incubaron
durante toda la noche a 4°C, con agitacion suave, con los diferentes anticuerpos primarios
diluidos en una solucion de 5% de BSA en TBS-T. Después de realizar 3 lavados de 15 min
con TBS-T con agitacion suave, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios,
segun el anticuerpo primario utilizado, acoplados a peroxidasa de rabano (HRP) o a un
fluoroforo y diluidos en TBS-T, durante 2 h, a 4°C, con agitacion suave. Luego, las membranas
se lavaron con TBS-T. Para visualizar las proteinas por exposicion en placas fotogréaficas se
utilizo el kit de deteccion ECL (PBL, Quilmes Argentina), basado en la produccion de
quimioluminiscencia como consecuencia de la digestion de un sustrato de la enzima HRP o
con un detector de fluorescencia Li-COR. Las bandas se cuantificaron densitométricamente
utilizando los programas TotalLab e IMAGE STUDIO VER 5.2.5 y los resultados se
normalizaron con actina 3 en caso de homogenatos o VDAC en caso de fracciones

mitocondrial.

6.5.5 Inmunoprecipitacion de proteinas.

Las fraccion mitocondrial (500 pg de proteina) se inmunoprecipito en buffer de lisis (50
mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 % glicerol, 0,5% Nonidet P-40, 1
mM MgClo, I mM PMSF, 5 pg/ mL leupeptina, 5 ug/ mL pepstatina, 5 g/ mL aprotinina, 25
mM NaF y 1 mM NaVO., pH 7.4) durante 2 hrs. con los anticuerpos primarios
correspondientes, o durante toda la noche a 4° C. Luego, se agrego proteina A/G-agarosa (Santa
Cruz) o proteina G-agarosa (Sigma), previamente lavadas con buffer de lisis durante 1 hr. a 4°
C para precipitar los inmunocomplejos. Posteriormente, los complejos se lavaron en buffer de

lisis, y se hirvieron en buffer de siembra previo a la corrida electroforética.
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6.6 Medicion del consumo de O; mitocondrial

El consumo de oxigeno se determino polarograficamente con un electrodo tipo Clark
colocado en una camara de vidrio de 3 ml a 30° C. El electrodo consiste en una celda de dos
electrodos con un catodo de platino y un anodo de plata. Una membrana de polietileno
permeable al O; se aplica sobre ¢l electrodo, con una pelicula de 2,33 M KCl entre ellos. La
corriente que se genera es controlada por la velocidad de difusion y, por lo tanto, proporcional
a la concentracion de oxigeno. El electrodo se calibra con buffer de reaccion termostatizado a
30°C y ajustado como 100 % de O» (220 pM), mientras que el 0 % se calibro con el agregado
de hidrosulfito de sodio. El medio de reaccion fue (manitol 0,23 M, sacarosa 70 mM, Tris-CCl
30 mM, MgClL 4 mM, Na HPO4-KH>PO4 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) saturado con aire (225
1M O»). El experimento necesita una concentracion de proteinas comprendida entre 0,5-1 mg
prot/ml. El consumo de O; se determino con malato/glutamato 6 mM como sustrato (para el
complejo I), o con Succinato 6 mM (para el complejo III) en presencia (estado 3) o ausencia
(estado 4) de ADP 0,2 mM. El consumo de oxigeno se expres6 en ng at.O min''mg de prot™.
El control respiratorio, que expresa la integridad de la membrana interna mitocondrial y el nivel
de acoplamiento entre la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa, se calculd con la

formula CR= estado 3/estado 4.

6.7 Ensayos Enzimaticos

6.7.1 Medicion de actividad de NOS

La actividad de NOS se determino midiendo la conversion de [3H]L-arginina a [3H]L-
citrulina, como fue previamente descripto por Knowles y Salter (1998), con modificaciones
menores. Cada preparacion (100 pg de proteinas) fue incubada con 100 pM L-Arg (para
mitocondrias o citosoles), 5 ul/ ml [3H]L-arginina (Ae 53.4 Cv/mmol, 5 pCiml-1), 100 uM
NADPH, 0.1 uM calmodulina, 0.5 mM CaCl,, | uM FAD, 1 uM FMN y 1 uM
tetrahidrobiopterina en un volumen final de 100 pl. Luego de 10 minutos de incubacion a 37°C
la reaccion fue detenida por el agregado de 300 ul de buffer HEPES (HEPES 15 mM, H-EDTA
1,5 mM, pH 5,5). La [3H]L-arginina no consumida fue separada de la mezcla de reaccion por
agregado de una suspension 1:2 de resina de intercambio cationico Dowex AG S0WX-8. Esta
mezcla fue agitada vigorosamente para favorecer el pegado de la [3H]L-arginina a la resina y
luego centrifugada 30 segundos a maxima velocidad. Se tomaron 400 pl del sobrenadante que

fueron mezclados con 1 ml de liquido de centelleo. Las muestras se midieron durante 1 minuto
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en un contador de centelleo liquido para particulas beta (Wallac, 1414 Liquid centillation
counter). Las cuentas por minuto (cpm) se convirtieron a nmoles [3H]L-citrulina.min"'. mg
proteina ! utilizando totales (muestras sin resina) y blancos (sin proteina). La actividad
especifica de NOS se determino luego de restarse las cpm obtenidas en presencia de EGTA en

una concentracion de 2 mM.

6.7.2 Medicion de peroxido de hidrogeno en mitocondrias

La produccion de H>O» se monitored continnamente en un espectrofluorometro Hitachi
F- 2000 (Hitachi Ltd, Tokio, Japon) con longitudes de onda de excitacion y emision de 315 y
425 nm respectivamente (Poderoso J.J., 1996). El ensayo se 1ealizo en 50 mM buffer fosfato, 50
mM L- valina, pH 7.4, suplementado con 12,5 U/ mL peroxidasa de rabano, 250 uM acido
phidroxifenilacético y 0,15 mg/ml de proteina mitocondrtial, con malato-glutamato 6 mM como
sustrato para determinar la produccion de H-O» por el complejo I. Para explorar los efectos de
la utilizacion del NO y la actividad de mtNOS sobre la velocidad de produccion mitocondrial
de H>O», el ensayo se inicio con 0,1 mM L- Arginina como se describe en el trabajo de (Riobo
M., 2002). Para determinar la tasa de produccion de H.O> dependiente de NO, se agrego 1 mM
L-NAME a las preparaciones mitocondriales en los casos apropiados. Todas las variaciones
fluoromeétricas en las diferentes condiciones se deben al H.O-, ya que son completamente
mhibidas por 3 uM catalasa. Para uniformar la maxima tasa de produccion de H>O-, en todos
los casos las preparaciones mitocondriales fueron suplementadas con 1 mM SOD- mimetic

TBAP

6.7.3 Medicion de la actividad de SOD

Laactividad de 1a SOD fiie ensayada por el método descrito por (Spitz y Oberley, 1989).
Se realiz6 un ensayo de inhibicion competitiva usando el complejo xantina (50 mM) - xantina
oxidasa (3,5 mU/ml) como sistema generador de anién superoxido para reducir al citocromo ¢~
(2 mM) agregado al medio de reaccion. La reduccion de citocromo ¢ fue monitoreada
espectrofotometricamente a 550 nm. Se 1ealizé una curva de calibracion haciendo el ensayo en
presencia de concentraciones crecientes de SOD comercial, y obteniendo la relacion entre el
grado de inhibicion de la reduccion del citocromo ¢ y la concentracion de SOD. Se definio 1 U
enzimatica de SOD como la cantidad de enzima capaz de inhibir el 50% de la reduccion de
citocromo c en las condiciones del ensayo. Se determino la actividad de la Mn-SOD en 100 pg

de proteinas mitocondriales. El grado de inhibicion de reduccion de citocromo e obtenido fue

extrapolado en la curva de calibracion y asi se determinaron las unidades enzimaticas de Mn-
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SOD de cada muestra. La 1soforma mitocondrial de SOD (MnSOD) es insensible al cianuro, y
por lo tanto se agrega 1 mM KCN para inhibir a la citocromo oxidasa que, de otra manera, re-
oxidaria al citocromo ¢, interfiriendo en la medicion. La reaccion se realizo en buffer fosfato

(50 mM KPi, pH 7,8, 0,1 mM EDTA) a 25 °C.

6.7.4 Medicion de la actividad de Catalasa

Laactividad de la enzima se determino espectrofotométricamente mediante el consumo
de H-0», segtin el método descripto por (Cohen, G., 1970) con modificaciones. Se realizo una
curva de calibracion haciendo el ensayo en presencia de concentraciones crecientes de H>O»
comercial (£ 240 om = 39,4 M 'em 1) 1 U de catalasa corresponde a 1 puM de H,O;
consumido/min. mg de proteina. La reaccion se midio a 240 nm durante 100 segundos, a 25°C
en huffer fosfato (50 mM, pH 6.8) agregando 25, 50 6 100 pg de muestra. Se calculo k" para
cada concentracion de proteinas, se determino k'/mg prot. por regresion lineal y por

mterpolacion en la curva de calibracion se obtuvieron las U cat/mg prot.

6.7.5 Actividad de la actividad de Sirt3

La actividad desacetilasa de Sirt3 se determino como se describe en el kit de ensayo
provisto por el fabricante, Cayman (N° de articulo 10011566). Brevemente, en una placa para
fluorescencia de 96 pocillos se incubaron el buffer de ensayo, el péptido acetilado p53
modificado, Sirt3 recombinante y NAD con concentraciones crecientes de ONOO™ (100, 250,
500 uM) o con lisados mitocondriales purificados en un volumen final de 50 pl. Las reacciones
de desacetilacion se detuvieron después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente
mediante la adicion de 50 pl de solucion de STOP. T.a liberacion del fluoroforo por
desacetilacion del péptido p53 se analizo con un fluorometro utilizando 350-360 nm como
longitud de onda de excitacion de y 450-465 nm como longitud de onda de emision (Schwer

B., 2002).

6.7.6 Medicion de la actividad de la enzima citrato sintasa

La actividad de la enzima citrato sintasa es una medida de la pureza de la fraccion
mitocondrial luego de realizar el fraccionamiento celular, pero también es posible tener una
medida de la cantidad de mitocondrias que posee una muestra control en relacion a una tratada.
Para la medicion se coloco enuna cubeta de 1 cin de paso optico 810 ul de agua, 100 pl solucion
de DTNB (4 mg de acido 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) en 10 ml de 1 M Tris-HCI, pH 8.1),

30 ul de solucion de acetil-CoA (10 mg/ml) y 10 pul de homogenato de cerebro que contengan
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entre 0,02-0,2 mg de proteina, se mezclaron vy se colocaron en el espectrofotometro y se siguio
la reaccion a 412 nm durante 2 min para descartar la actividad de la acetil-Coa hidrolasa. Por
ultimo, para iniciar la reaccion se agregan 50 ul de oxalacetato (OAA) (13,2 mg en 10 ml de
agua) el cambio en la absorbancia se siguid durante 5 min de reaccion para asi calcular la

cantidad de citrato producida por min y por mg de proteina.

6.7.7 Medicion de la actividad del complejo I (NADH -ubiquinona reductasa)

Para la determinacion de la actividad del complejo I se utilizaron mitocondrias que
fueron expuestas a 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento a fin de lograr la pérdida de la
mtegridad de las membranas mitocondriales con la subsecuente liberacion de los complejos
respiratorios. La actividad se determind espectiofotomeétricamente a 30°C. Cincuenta
microgramos de proteinas mitocondriales fueron incubados en 0.9 ml de buffer KPi 100 mM a
pH 7.2. Se midi6 la reduccion sensible a la inhibicion por rotenona de 50 pM 2 3-dimetoxi-6-
metil-1,4-benzoquinona con 1 mM KCN como inhibidor de la citocromo oxidasa (€550nm =

21 mM'em?) y malato-glutamato 6 mM como sustrato, a 340 nm durante 120 segundos.

6.7.8 Medicion de actividad de Succinato-ubiquinona —citocromo ¢ reductasa (Complejos I1-

1)

La actividad succinato-citocromo ¢ reductasa se determino espectrofotométricamente a
30 °C. 0,05 mg de proteinas fueron incubados en 0,9 1l de buffer de fosfato de potasio 100
mM pH 7,2. Se midi6 la reduccion de citocromo ¢ a 550 nm (A550nm = 21 mM'em™) en
presencia de 50 pM citocromo ¢, 1 mM KCN como inhibidor de la citocromo oxidasa, y 10

mM succinato como dador de electrones.

6.7.9 Medicion de la actividad de Citocromo c oxidasa (Complejo IV)

La actividad de citocromo oxidasa fue monitoreada espectrofotomeétricamente por la
oxidacion de 50 uM de citocromo ¢ reducido en un espectrofotometro Hitachi U-3000 a 550
nm (€550nm = 21 mM*em?). Lareaccion se llevo a cabo con 50 ug de proteina mitocondrial
en buffer KPi 100 mM pH 7,2 a 30°C. La velocidad de la reaccion fue determinada como la

pseudoconstante de primer orden k& y expresada como k’.min".mg de prot’.

6.7.10 Preparacion de citocromo ¢ reducido

Se disolvieron 24,8 mg de citocromo c en 2 ml de buffer KP1 10 mM, pH 7.2 y se
anadieron 10 mg de acido ascorbico (reductor). Luego, se paso por una columna de Sephadex
G25 para eliminar el acido ascorbico en exceso, eluyendo con KPi 10 mM. Se titulo
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espectrofotomeétricamente a 550 nm haciendo una dilucion previa 1:20 en bujffer KP1 10 mM,
pH 7,2. £550mm=21 mM"'em?

6.8 Aislamiento de células a partir de tejido cerebral

Se extrajo el cerebro, se colocod en placa de petri refrigerada y se eliminaron las
meninges utilizando agujas y pinzas estériles. Se disgregd mecanicamente el tejido con un
bisturi y una tijera. Posteriormente, se incubo el tejido en buffer de digestion (tripsina-EDTA
0.25% en PBS) enfre 10-15 minutos a 37°C en agitacion (100 ciclos/min). Se finalizo la
digestion con 3 ml de SFB, se filtraron las muestras con gasa estéril y se centrifugaron 10 min
a 1100 rpm. Se resuspendio el pellet en DMEM-F12 alta glucosa + 10% SFB. Se contaron las

celulas en camara de Neubauer evaluando la viabilidad mediante el uso de Azul de Tripan.
6.9 Ensayos de citometria de flujo.

6.9.1 Produccion mitocondrial de NO

Las mitocondrias (1 mg proteinas/ml) se incubaron en buffer MSHE por 30 minutos a
37°C con 10 uM DAF-FM (diamino fluoresceina diacetato) y 0.5 uM MitoTracker (marcador
de mitocondrias) y la fluorescencia resultante se midio por citometria de flujo en un Ortho
Cytoron Absolute Flow-Cytometer (Johnson & Johnson, Raritan, NY). Se evaluaron los
histogramas del mimero de eventos en funcion de la intensidad de fluorescencia para DAF-FM

correspondiente al canal FL1.

6.9.2 Produccidn intracelular de especies reactivas del oxigeno (ROS), de superdxido v la
masa mitocondrial

La produccion intracelular de ROS, la produccion de superoxido y la masa mitocondnal
fueron analizadas mediante citometria de flujo (FACScalibur). Brevemente, 10° células se
resuspendieron en HBSS (suplementado con 1 mM CaCl, y 1 mM MgCl,, pH 7,4) y se
incubaron con 5 uM 2°, 7’- diclorofluoresceina diacetato (DHCF-DA), 5 pM MITOSOX
(Invitrogen) o 10-Nonil Bromil naranja de acridina (NAO) por 30 min a 37°C en oscuridad. Se
utilizo ioduro de propidio (0,005%) para detectar las células muertas. Para cada analisis se
adquirieron entre 20.000 v 40.000 eventos totales. Se evaluaron los histogramas del nimero de
eventos en funcion de la intensidad de fluorescencia en el canal verde o FI.1 para DHCF y en
el canal rojo o FL2 para Mitsox y NAO. Posteriormente, se analizaron los datos con el software

Flowing.
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6.9.3 Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial (Aymit) se determino por citometria de flujo
utilizando el fluorocromo cationico DiOCs (3,3'-dihexiloxacarbocianina) que atraviesa la
membrana mitocondrial y se acumula en la matriz debido al potencial eléctrico negativo que
existe alli. Mitocondrias frescas de tejido nervioso (50 pg proteina/ml) fueron suspendidas en
0,5 ml de buffer de reaccion [120 mM KC1, 5 mM KH,PO4, 1 mM EGTA, 3 mM HEPES y 1
mg/ml de BSA libre de acidos grasos (pH 7.4)] y se les adicion6 Di1OCs (200 nM) en oscuridad
a 37°C por 15 min. Posteriormente, el contenido de la cubeta fue centrifugado 5 min a 10.000
X g para obtener el pellet mitocondrial, el cual se resuspendio en 200 ul de buffer MSHE para
luego registrar la fluorescencia. La senal de DiOCs fue analizada en el estado 4 de respiracion
mitocondrial en presencia de 6 mM de succinato. Como control positivo la despolarizacion

total fie inducida por 2 uM Carbonil Cianuro p-Trifluorometoxifenil Hidrazona (FCCP).

6.10 Relacion mitocondrial NAD/NADH y contenido de ATP.

6.10.1 Relacion mitocondrial NAD/NADH

Se utilizaron 50 g de mitocondrias aisladas de tejido nervioso de ambos genotipos para
determinar la relacion NAD/NADH mitocondrial mediante el kit de cuantificacion de
NAD/NADH de Abcam (ab65348) a traves de seguimiento de una reaccion colorimeétrica a una

DO de 450 nm en un lector de microplacas siguiendo las indicaciones del fabricante.

6.10.2 Contenido de ATP

El contenido total de ATP se determuno en 10 mg de tejido nervioso fresco usando el
kit de ensayo bioluminiscente ATP (Molecular Probes). Dicho ensayo se basa en el

requerimiento de la luciferasa por ATP para producir luz (emision maxima —~ 560 nm a pH 7,8)
6.11 Morfologia mitocondrial

La microscopia electronica de transmision electronica se realizo en secciones de tejido
de 90 nm de cerebros de ambos genotipos en diferentes etapas del envejecimiento. El tejido se
11j0 en paraformaldehido al 4%, glutaraldehido al 2% y sacarosa al 5% en PBS, seguido de
unas post-fijacion de 2 horas en tetroxido de osmio al 1% y luego 1 hora en acetato de uranilo
en etanol al 50%. Las muestras se lavaron con etanol al 50% y se deshidrataron con series
graduadas de etanol, se clarificaron con acetona y se embebieron en Vestopal. Se prepararon

grillas y se tineron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras se observaron a 100

40



Materiales y Métodos

kV con un microscopio electronico de transmision Zeiss EM-109-T (Zeiss, Oberkochen,
Alemania). Para determinar la morfologia mitocondrial se midieron al menos 400 mitocondrias

por raton usando el software ImageJ y los criterios descritos en (Gonzalez A. S., 2014).
6.12 Protocolo de extraccion de ADN total

Muestras de colas/orejas para genotipificacion o de tejido nervioso (~ 10 mg) para la
determinacion de la relacion ADNm/ADNg se homogeneizaron en buffer Tris-EDTA con
proteinasa K (20 mg/ml). El ADN total se precipito con isopropanol (volumen 1: 1) y luego se
centrifugo a 10.000x g por 10 min a 4 C. El pellet fue lavado con etanol 70% frio y por tiltimo
fue resuspendido en bujffer TE o agua y cuantificado a 260nm.

6.13 Protocolo de extraccion de ARNm

Se homogenizo el tejido en trizol (25 mg de tejido en 1 ml trizol) en homogeinizador
de vidrio pequeno estéril. Luego, se centrifugo a 12.000 g por 10 minutos. El sobrenadante se
mcubo a temperatura ambiente durante 5 minutos vy se le agregaron 0,2 ml de cloroformo. Se
mezcld vigorosamente y luego se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se
centrifugo a 11.500 x g por 15 minutos (2-8°C). Se tomo con cuidado la fase acuosa, a la cual
se le agregaron 0,5 ml de isopropanol. Se agitd con vortex y se dejo a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se volvio a centrifugar a 11.500 X g por 10 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se agrego un 1 ml de etanol 75% para lavar el pellet. Se agitd con vortex y se
recentrifugo a 7.500 x g durante 5 minutos. Se seco bien el pellet y luego se lo disolvio en H-O

DEPC.

Se midio la absorbancia a 260 nm (acidos nucleicos) y a 280 nm (proteinas con
aminoacidos aromaticos) para las muestras (10 pl muestra + 490 ul de H>O destilada o 2
muestra + 180 ul de H>O destilada si se tiene poco volumen final de ARN) y se calculo la
relacion A260/A280 (Indice de contaminacién de ARN con proteinas. Se espera un indice en

el rango de 1-2). Se calculo la concentracion conforme a la siguiente ecuacion:
A260 x 40 (coeficiente de absortividad molar) X 50 (factor de dilucion) = ug ARN/ml

6.14 Real time RT-PCR

El ADNc (ADN copia) se sintetizo a partir del ARN total mediante transcripcion reversa
o retrotranscripcion (RT). Para realizar la RT se usaron 2 pg de ARN en 10 pl finales (llevando
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a volumen final con H>O DEPC) por tubo. Se trabajo sobre hielo y se prepararon dos juegos
de tubos: muestras sin y con retrotranscriptasa. Se preparo la mezcla de reaccion para RT
usando el kit de Promega (por tubo y para un volumen final de reaccion de 20 pl: 4 pl buffer
5X, 1 pl dNTPs mix [1 mM], 0,25 pl OligodT [25 ng], 0,5 ul ARNsin [20U], 3,25 ul H2O
DEPC, 1 pl de retrotranscriptasa [200U] o H O DEPC). Se mezclaron 10 pl de mix con 10 pl

de la muestra. Se llevo al ciclador y se ejecuto el signiente programa para la RT:

- 39°C x 1 hora.
- 65°C x 10 minuto.
- 4°C x infinito (hold).

Luego las muestras fueron gnardadas a 4°C hasta realizar la PCR.

6.14.1 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El ADNc se amplifico por qPCR utilizando 1 pl del ADNc obtenido en la RT, en una
mezcla de reaccion con buffer de reaccion (1X); MgCl (2 mM); oligos especificos (0,4 pM);
dNTPs (0.2 mM); 0,025 pl de SYBRgreen y 0,03 U/ul de Taq ADN polimerasa recombinante

(Promega) en un volumen final de 25 pl. Los primers utilizados se encuentran en la Tabla 1.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Applied Biosystems Step One. El

programa de amplificacion estandar se detalla a continuacion:

94°C 2min ~— |
92°C 20 s
Tansicating 20 s
72°C 23
78.5°C 0.03 5

40 ciclos

Lectura de fluorescencia

., Curvade “melting” de 65 a91°C cada 0,2°C
Cada reaccid

1mento se repitio al menos
dos veces. Los datos ootemaos se ananzaron uunzanao eir sonware Opticon 3 trazando una
recta en la parte exponencial de la curva de amplificacion y obteniendo asi los valores de Cr.
El calculo de la induccion de la expresion de los genes analizados se basa en el método del

DDC+ (Current Protocols in Molecular Biology). Se estimo el promedio de los valores de Cr
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para el gen mcognita y para el NoRT (ARN que habia sido incubado en las condiciones de la
reaccion de RT, pero en ausencia de la enzima retro-transcriptasa) de la siguiente manera:

Cr=(Cm1 +Cm)/2 (D

La diferencia en los valores de Cr entre cada muestra y el No RT determina el delta-

C1(ACT). Esto se resume en la siguiente expresion:
Act=(CtNoRT) — (CTmuestra) Q)

Una vez normalizado y debido al exponente natural de qPCR, los valores son
transformados a medidas relativas de veces de induccion (VIa) para una mejor comparacion

entre los experimentos:
Via=24¢F 3)

Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de ADNc de las muestras con su

correspondiente control de carga (Actina) de la siguiente manera:
VIy= VIamuestra /| VI,GAPDH (4)

Donde VT, representa las veces de induccion normalizada a GAPDH. Finalmente, los

datos se normalizaron respecto al control (VIn).
VIn= VI, muestra / VIscontrol (5)

Para el calculo de errores de cada medicion se obtuvo el desvio estandar (ds) de las
mediciones del Cr de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de GAPDH de

los datos obtenidos para cada tratamiento:

e &= fw (6)
n—1

Donde n es el tamaitio de la muestra.

Luego, el error se calculo como la raiz cuadrada de la suma de los errores de los Ct de
las muestras, de los Ct de los No RT y de los Ctde GAPDH (Smith ef al. 2004), aplicando la

siguiente formula:
E = [(ds/ Ct)? muestra + (ds/ C1)? noRT + (ds/ Cr)* GAPDH]Y?  (7)
Estos datos se multiplicaron por las veces de induccion finales.
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6.14.2 Determinacion de la relacion ADNmt/ADNa

El analisis de qPCR del numero de copias ADNmt permite una deteccion rapida y eficaz

del contenido de ADN mitocondnal.

La relacidon ADNmt/ADNn se calculd usando el método 22T con primers especificos para el

ribosoma 16s en el caso del ADNmit y primer de -2-microglobulina (B2M) para el ADNn.

El contenido relativo de ADNmt = ADNmt muestra/ ADNmt control = [(2 x 24CTmuestrajy ¢ HACT

contrely ] como se explica en el trabajo de Vanegas y colaboradores (Vanegas V., 2011).

6.14.3 Cornda electroforética en gel de en agarosa 2%

Se preparo el gel solubilizando 2 gramos de agarosa en 100 ml de TAE 1X. Se
agregaron 5 pl del colorante SYBR® Safe Invitrogen (10 mg/ml). Luego, se vertio el contenido
en la cuba y se dejo gelificar. Se sembro todo el volumen de producto de PCR + 7-10 ul de
buffer de siembra 2X, 5 pl de marcador de ADN de 100pb + 5 pl de buffer de siembra 2X. El
gel se corrio en buffer TAE 1X, a 100 V aproximadamente durante 20-30 minutos. El gel se
saco de la cuba y se observaron las bandas de los productos de PCR en el transiluminador (luz

UV). A continuacion, se tomo una foto digital para tener registro del experimento.
6.15 Analisis Estadisticos

La evaluacion estadistica de los datos se realizo en base a los valores promedio y el
desvio estandar (DS) o el error estindar de la media (EEM) de “n” experimentos
independientes. Se utilizaron para el analisis de datos ANOVA de dos vias con prueba de
Bonferroni comparando todos los grupos y ANOVA de una via para el analisis de diferencias

dentro de cada grupo, con P<0,05 como criterio para la significancia estadistica.
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7 RESULTADOS

7.1 KEstablecimiento y evaluacion de la colonia de ratones p66shc(-/-)

Como primer paso para el desarrollo de este proyecto fue necesario establecer en
nuestro pais la colonia de ratones transgénicos knock-out para el gen p66she (p66=°“"). Para
esto, se retrocruzaron ratones donados a nuestro laboratorio por el grupo de investigacion del
Dr. P.G. Pellicci, que los engendro en el Instituto Europeo de Oncologia de la Umversidad de
Mildn. Lamentablemente, las hembras p66°°--) mostraron dificultades para la reproduccion
observandose canibalismo, pocos cuidados maternos y bajo nimero de crias. Por estos motivos,
se optd por usar hembras heterocigotas (p66“?) con machos knock-out (p66°2°“~) para las
maternidades, siendo necesarias periodicas genotipificaciones de las crias mediante PCR con
primers especificos para mantener la colonia (Figura 14). Esta estrategia de PCR nos permitio
identificar los animales WT de los heterocigotas y de los knock-out a pattir del cassette de
resistencia a neomicina que se utilizo para interrumpir el marco de lectura del locus, elimmando
p66she sin afectar a las isoformas p46she y p52she. Para este trabajo solamente se utilizaron

ratones machos a fin de eliminar variables hormonales.

ALELOWT ALELO Pa6&he--)
ﬁ
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Figura 14. Esquema de los alelos WT v p66°C?, La estrategia de mutagénesis
consto del clivaje del gen mediante el uso de la enzima de restriccion Ball y la
insercion de un cassette de resistencia a neomicina. Los primers SF7 v SR10
hibridan con el alelo intacto generando productos de PCR de 550pb. En cambio,
en el alelo knock-out el primer SF7 no encuentra complementariedad y es
reemplazado por el SF11 (complementario a una porcién de la neomicina)

generando un producto de PCR de 300pb.
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Al 1gual que otros grupos de investigacion, nosotros encontramos que los individuos de

esta colonia p66°") presentan dificultades para fijar grasas, lo cualse evidencia en una

reduccion de hasta el 25% de su peso corporal en comparacion con los WT. Estos ratones son

mas delgados y la diferencia de pesos entre genotipos se va acentuando con la vejez (Figura

15). A su vez también, mediante el seguimiento de los ratones machos a lo largo de su vida, se

observo un indice de supervivencia 30% superior al de sus compaiierosde camada de tipo

salvaje, como ya fue

descripto  previamente

en la bibliografia (Figura

16).

Peso (gr.)

hoc de Bonferroni.

NG NS
Edad (meses)

|| WT

b - paaﬁhc(—f—)

,-L'hn

Figura 15. Histograma correspondiente a la masa corporal (gr) alo largo de la
vida de los ratones WT y p66¥t?). En todos los grupos se utilizé un n=20. Las
barras corresponden a la media + ES (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0.,05 vs

grupo WT de misma edad. Analisis de varianza de una via (ANOV A) y prueba post-

Probabilidad de sobrevida
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Figura 16. Curva de sobrevida de ratones WT y p66™~ La colonia fue criada

y mantenida en el bioterio de la FFyB, n=20 en cada grupo
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7.2 El estado redox y la produccion de ROS son inversamente regulados
en mitocondrias aisladas de tejido nervioso de ratones WT y p66shc®

" durante el envejecimiento

Con el objetivo de comprender como participa p66shce en el equilibrio de la homeostasis
redox mitocondrial en el envejecimiento, se utilizaron varias técnicas bioquimicas para
monitorear diferentes parametros oxidativos en mitocondrias aisladas de cerebro de ratones
WT y p66shct~ de distintas edades. Se estudio la capacidad de producir H>O» por parte de las
mitocondrias aisladas de los diferentes grupos (Figura 17). En presencia de antimicina,
mhibidor del Complejo III que promueve la produccion maxima de H-O», hubo un incremento
significativo en la capacidad maxima de produccion de H.O> en ratones WT durante el
envejecimiento. Este aumento en la tasa de produccion varié en funcion del uso de malato-
glutamato o succinato como sustratos de la cadena de transporte de electrones (ETC) y de la
edad. Al comparar el grupo WT mas longevo (24 meses) y el grupo WT control (3 meses), las
diferencias fueron de 33% y 25% seguin el sustrato, respectivamente (p <0,05) (Figura 17A y
17B). Diferencias menos pronunciadas se observaron a edades mas tempranas (18 meses),
aunque utilizando succinato como sustrato, se observo un aumento en la velocidad maxima de
produccion de H>O» del 25% en el grupo WT, p <0,05 (Figura 17B). En cambio, los ratones
p66:1°") exhibieron, a partir de los 18 meses de edad. una reduccion significativa en la
velocidad de produccion de H-O» con ambos sustratos en comparacion con el grupo joven de

3 meses (41% y 26% respectivamente, p <0,05) (Figura 17A y 17B).

La suplementacion de las mitocondrias de diferentes tejidos con NO promueve un
aumento significativo de O>", ya que el NO inhibe la citocromo oxidasa y la region b-c; del
complejo III, y aumenta el nivel del radical ubisemiquinona que provee los electrones al Os.
La produccion mitocondrial de H2O; libremente difusible depende de la dismutacion del O2
dependiente de NO catalizada por la Mn-SOD.

NO+UQH —  , NO +UQ +H*

UQ +0: UQ + 0~

—_—

20*+2H" Mn-SOD H,0; + 02
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Figura 17. Tasa de producciéon maxima de H»O» de mitocondrias aisladas. Se utilizaron
mitocondrias de cerebros de ratones WT v p66°*?) con (A) Malato/Glutamato (B) Succinato
como sustratos y (C) diferencia entre la produccion maxima de H»>O» en presencia de L-
arginina sola y con L-NMMA utilizando Malato/Glutamato como sustrato. Las barras
corresponden a la media £ ES con n=6. (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grmpo

WT de la misma edad. Analisis de varianza de una via (ANOV A) y prueba post-hoc.

oW

Para investigar la contribucion de la nNOS a la concentracion de H2O: en el estado
estacionario medimos la tasa de produccion de H.0,-NO dependiente en presencia de L-
arginina sola o con L-NMMA. El aumento en la tasa de produccion de H>O» registrado durante
el envejecimiento en el grupo WT es explicado en gran medida por la produccion dependiente
de la produccion de NO, que se ve aumentada hasta en un 100% en estadios avanzados de vida,
p<0,05 (Figura 17C). Previamente, nuestro grupo habia encontrado una relacion entre el

envejecimiento y la produccion de H>O: dependiente de NO en mitocondrias de cerebro de
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ratas wistar. En cambio, los ratones p66™“” presentaron velocidades mas constantes de
produccion de H>O» dependiente de NO y una disminucion de hasta 25% de la misma en los

animales mas longevos (Figura 17B).

Un efecto similar al de la velocidad maxima de produccion de H,O; se observo en la
generacion de superoxido (O»*) mitocondrial y en la produccion general de ROS mediante
ensayos de citometria de flujo con sondas especificas en mitocondrias de cerebros de ambos
grupos durante el envejecimiento. El reactivo MitoSOX Red es un novedoso colorante
fluorogénico dirigido especificamente a las mitocondrias en células vivas. La oxidacion de la
sonda MitoSOX por superoxido, pero no por otros sistemas generadores de ROS o RNS,
produce fluorescencia roja que es posible cuanfificar mediante citometria de flujo o
microscopia. De la misma manera, la DCFH, sonda ampliamente utilizada en la literatura como
mmdicador de estrés oxidativo, emite fluorescencia verde al oxidarse en presencia de ROS.
Concomitantemente, la generacion de superoxido y la tasa de produccion de ROS, aumento
abruptamente en el grupo WT durante el envejecimiento (92% y 46% respectivamente, p
<0,05) mientras que en ratones gerontes p66<°~) el aumento en comparaciéon con el grupo

control joven fue mas atenuado (38% y 8%, respectivamente, p <0,05) (Figura 18 y 19).

Mitosox

250- @ WT

200- a Bl 5EshclH)
b
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= 100

50+

Produccion de Superoxido
UAF)

Edad (meses)

Figura 18. Determinacién de la produccion de O2 mediante citometria de
flujo. Histograma que rtepresenta la fluorescencia para Mitosox (IF) en
mitocondrias de cerebro de cada grupo en el envejecimiento. Las barras
corresponden a la media + ES con n=6. (2) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0.05
vs grupo WT de 24 meses de edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y

prueba post-hoc.
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Figura 19. Determinacion de los niveles de estrés oxidativo mitocondrial
mediante citometria de flujo. Histograma que representa la fluorescencia para
DCFH en mitocondrias de cerebro de cada grupo en el envejecimiento. Las barras
corresponden a la media = ES con n=6. (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0.05
vs grupo WT de 24 meses de edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y
prueba post-hoc.

A su vez, es interesante conocer la respuesta de desintoxicacion antioxidante en este
modelo de envejecimiento con bajos niveles de ROS. Con este fin, se estudio la expresion y la
actividad de la superoxido dismutasa (MnSOD) en fracciones mitocondriales y de la catalasa
en la fraccion citosolica. Nuestros resultados mostraron que la pérdida de actividad
antioxidante de MnSOD que se produce durante el envejecimiento fue mas pronunciada en
ratones WT que en el grupo KO. Gracias al seguimiento a 550 nm de la reaccion de reduccion
del citocromo ¢, pudimos observar una disminucion de la actividad de la MnSOD mitocondrial
del 19% en el Grupo WT y del 13% en el grupo p66°““~) cuando comparamos individuos de
24 meses de ambos grupos con ratones control de 3 meses de edad, p <0,05 (Figura 20). De la
misma manera, mediante Real Time PCR se observo una leve disminucion en la transcripeion
del gen en ambos grupos durante el envejecimiento, p <0,05 (Figura 21). Curiosamente dicha

diferencia no se mantuvo al analizar la expresion de la proteina por Western Blot (Figura 22).
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Figura 20. Determinacion de la actividad de MnSOD a partir del seguimiento
de la reduccion del cit ¢ por el sistema Xantina/Xantina oxidasa a 550nm.
Histograma que representa la actividad de MnSOD durante el envejecimento en
mitocondrias de cerebro de cada grupo. Las barras corresponden a la media = ES
con n=6. (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma
edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba post hoc.
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Figura 21. Determinacion del contenido de ARNm de MnSOD mediante Real
Time qPCR. Histograma que representa los niveles de expresién de ARNm de
MnSOD durante el envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo
a los niveles detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizé el ARNm de
GADPH como normalizador. Las barras corresponden a la media = ES con n=8.
(a) p <0,05 vs control 3 meses, (**) p<0,05 vs grupo WT de misma edad. Anélisis
de varianza de una via (ANOVA) y prueba post-foc.
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Figura 22. Determinacion de la expresion de MnSOD en los grupos de estudio
mediante Western Blot. Se muestra WB representativo y las densitometrias que
representan la expresion de MnSOD durante el envejecimiento en mitocondrias de
cerebros de ambos genotipos en funcién de los niveles detectados a los 3 meses
WT (control). Se utilizé la expresion de VDAC como normalizador. Las barras

corresponden a la media + ES con n=4. Andlisis de varianza de una via (ANOVA)

y prueba post-hoc.

En cambio, en el caso de la catalasa, ni su actividad obtenida a través del seguimiento
de la absorbancia a 240nm por desaparicion del H>O- ni su transcripcion evaluada por Real
Time PCR presentaron diferencias entre los grupos WT y p66°2-" durante el envejecimiento,

(Figura 23 y Figura 24).
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Figura 23. Determinacion de la actividad de Catalasa a partir del seguimiento
de 1a reacciéon de desapariciéon de H,O; a 240nm. Histograma que representa la
actividad de Catalasa (unidades enzimaticas por mg de proteina) a los 3, 18 y 24
meses de edad en tejido cerebral de cada grupoe. Las barras corresponden alamedia

+ ES con n=6. Andlisis de varianza de una via (ANOVA).
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Figura 24. Determinacion del contenido de ARNm de Catalasa mediante Real
Time qPCR. Histograma que representa los niveles de expresion de ARNm de
catalasa durante el envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo
a los niveles detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizé el ARNm de
GADPH como normalizador. Las barras corresponden a la media = ES con n=8.

Andlisis de varianza de una via (ANOVA).
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7.3 La actividad de nNOS y la produccion de RNS estan alteradas en el

tejido nervioso de ratones p66°** longevos

A partir del papel clave que las RNS tienen en ¢l proceso de envejecimiento y debido a
que gran parte del aumento en la produccion de H»>O» detectado en la vejez es NO-dependiente,
era interesante estudiar como se modifican los niveles de nNOS, sus productos y subproductos
durante el envejecimiento en mitocondrias de cerebros de ratones p66°"), las cuales ya vimos
presentan bajos niveles de produccion de ROS. Para esto, primero analizamos los niveles de
NO producidos en mitocondrias del tejido neural de ambos grupos durante el envejecimiento
mediante citometria de flujo con la sonda DAF-FM, un compuesto no fluorescente que
reacciona con NO para formar un benzotriazol fluorescente. En este ensayo, observamos un
aumento en la produccion de NO a lo largo de la vida de los ratones, siendo significativo en
los ultimos estadios de vida (18 y 24 meses de edad); este aumento en el grupo de ratones

p661°") es superior al observado en el de los WT (Figura 25).
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Figura 25. Determinacion de los niveles de NO producidos mediante
citometria de flujo con DAF-FDM. 1zq.) Histograma representativo de Intensidad
de fluorescencia para DAF-FM (Verde, WT 3 meses), (Marron, WT 24 meses),
(Negro, KO 24 meses). Der.) Intensidad media de fluorescencia de mitocondrias
de cerebro de cada genotipo en el envejecimiento expresado en unidades
arbitrarias de fluorescencia (UAF). Las barras corresponden a la media = ES con
n=8. (a)p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma edad.
Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba post-hoc.
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La modulacion de la nNOS puede funcionar como mecanismo adaptativo de control de
las funciones mitocondriales a través de la produccion de NO, regulando homeostasis
mitocondrial y la formacion de ROS. Se estudio tanto la expresion como la actividad de esta
enzima para poder explicar el aumento en la biodisponibilidad de NO observado en los ratones
p66L°-) viejos. Mediante Real Time PCR y Western Blot, se observo que la ausencia de la
proteina adaptadora p66shc no afecta el modulado de la transcripcion ni la traduccion de nNOS
a lo largo de la vida de los ratones. Por WB determinamos que nNOS aumenta levemente
durante el envejecimiento en ambos grupos (Figura 26). Este sutil aumento en la expresion se
da en ambos genotipos cuando comparamos los ratones envejecidos de cada grupo con sus
contrapartes jovenes. Aunque apreciable, dicho aumento no es estadisticamente significativo.
Un resultado similar se observa al analizar la expresion del gen de nNOS mediante Real time

PCR (Figura 27).
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Figura 26. Determinacién de la expresion de nNOS en los grupos de estudio
mediante Western Blot. Se muestra WB representativo y las densitometrias que
representan la expresion de nNOS durante el envejecimiento en homogenato de
cerebros de ambos genotipos en funcion de los niveles detectados a los 3 meses
WT (centrol). Se utilizé la expresion de Actina como normalizador. Las barras
corresponden a la media+ ES con n=6. Andlisis de varianza de una via (ANOVA)

y prueba post-hoc de Bonferroni.
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Figura 27. Determinacion del contenido de ARNm de nNOS mediante Real
Time qPCR. Histograma que representa los niveles de expresién de ARNm de
nNOS durante el envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo a
los niveles detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizé el ARNm de
GADPH como normalizador. Las barras corresponden a la media = ES con n=8.

Analisis de varianza de una via (ANOVA).
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Figura 28. Determinacion de la actividad enzimatica de nNOS a partir del
seguimiento de la reaccién de conversion de [3H]-L-arginina a [3H]-L-
citrulina. Histograma que representa la actividad de nNOS (pmoles NO/ min. mg
proteina) en tejido cerebral de cada grmpo durante el envejecimiento. Las barras
corresponden a 1a media+ ES con n=5 (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0.05

vs grupo WT de la misma edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y

prueba post-hoc.
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En cambio, s1nos concentrarnos en los ultimos estadios de vida, a través del ensayo de
conversion de [3H]-L-arginina a [3H]-L-citrulina, pudimos encontrar un aumento significativo
de la actividad de nNOS en los animales p66°t-") en comparacién con los WT (p<0,05) (Figura
28). El incremento en la actividad de nNOS registrado a los 24 meses de edad en los ratones
p66L<) condice con la mayor produccién y biodisponibilidad de NO detectados en el mismo

periodo.

Sin embargo, sorprendentemente los ratones del grupo longevo p66°2¢<-~) no
presentan el mismo perfil de nitracion de proteinas mitocondriales que el observado en los
animales WT en la vejez. En dichos animales se observa un marcado aumento en la cantidad
de proteinas nitradas mientras que este ammento es notoriamente mas sutil en el grupo KO
cuando analizamos los Western Blot de proteinas mitocondriales expuestas a un anticuerpo
especifico anti 3-NO,-Tirosina (Figura 29). Este curioso efecto podria deberse a la menor
produccion de 0> detectado en los ratones p66=°~~) gerontes. En este contexto, el superdxido
seria rapidamente dismutado a H>O> inhibiendo la formacion de ONOO" y desfavoreciendo la

nitracion de proteinas.

Reaccion [1] Mn-SOD+ O, —» H,0»

Reaccion [2] NO + Oy — ONOO"
WT 3-NO2-Tyr 0667
MW 3 18 24 3 18 24
130—
70— &
40—
15—

Figura 29. Determinacion de proteinas mitocondriales nitradas. WB
representativo de proteinas nitradas de mitocondrias de cerebro de ambos
genotipos durante el envejecimiento; las membranas se revelaron con anticuerpos

anti-3-nitrotirosina para cada grupo n=3.
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7.4 Los cambios en el balance ROS/RNS durante el envejecimiento del
tejido nervioso de ratones p66™°? modifican parametros

metabolicos mitocondriales

Con el objetivo de comprender el efecto en la funcion mitocondrial producido por el
desequilibrio de las ROS/RNS observado en los ratones p66=°“" durante el envejecimiento,
era interesante determinar la velocidad del consumo de oxigeno mitocondrial. Para esto, se
utilizaron, en un ensayo polarografico con un electrodo de Clark, mitocondrias aisladas y
purificadas de cerebro de ambos grupos con la adicion de sustratos oxidables por el Complejo
I (Malato/Glutamato) o por el Complejo II (Succinato). La velocidad de consumo de O> en
ausencia de ADP nos permite determinar el estado 4, mientras que la velocidad en estado 3 se
determmind a partir del agregado del mismo. Ademas se calculo el control respiratorio, que es el
cociente entre el consumo de O: en estado 3/estade 4. Este valor adimensional, usualmente
entre 3 v &, indica el papel del ADP en la regulacion del consumo de O» mitocondrial y provee
un indice sensible para medir el grado de acoplamiento y la integridad de la membranas interna
de las mitocondrias aisladas. En la Tabla 3 observamos como el envejecimiento afecta la
velocidad de consumo de oxigeno disminuyéndola un 25% en el estado 3 de mitocondrias
energizadas con ambos sustratos. Sin embargo, usando Malato-Glutamato como sustratos, la
velocidad de consumo de O- en estado 3 de la cadena respiratoria en los ratones KO viejos se
encuentra aumentada 22% y 68% con respecto al grupo WT de 3 y 24 meses, respectivamente
(p<0,05). El efecto es menor al usar Succinato como sustrato, en donde no se observan
diferencias entre el grupo control aunque se observa un aumento del 30% dentre el grupo KO
y el WT de 24 meses (p <0.05).
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Tabla 3. Consumo de oxigeno de mitocondrias de cerebro de ratones WT y p66°:<t-)

Control (WT 3m) WT24m  p66°t°--) 24m

Velocidad de consumo de O»

1. Malato + Glutamato

Estado 3 (ng-at O/min/mg proteina) 102+3 74+2° 125 +4 &b
Control Respiratorio (CCR) 43+0,2 33+0,1° 44+0.2°
2. Succinato

Estado 3 (ng-at O/min/mg proteina) 116 £4.4 84+35°2 109 +5°
Control Respiratorio (CCR) 41+£0,1 3,1£0,12 S+0,12b

Nota: Los valores se expresan como la media + ES de los diferentes grupos(n=6). Los resultados fueron
contrastados en pares entre el grupo control de 3 meses de edad WT y los dos grupos longevos (). Asi como
los grupos de 24 meses de edad WT y p662G-) entre si (P). ¢ and ? representan p<0,05, Analisis de varianza de
una via (ANOVA) v prueba post-hoc de Bonferroni.

Los coeficientes de control respiratorio, usando tanto Mal/Glut como Succinato,
presentaron una disminucion del 30% en mitocondrias de grupos gerontes (p <0,05). Por su
parte, los ratones KO de 24 meses de edad mantienen valores de CCR similares a los animales
WT de 3 meses de edad (Tabla 3). Estos datos sugirieron un efecto inhibitorio de p66shc sobre

la cadena respiratoria en el cerebro de ratones WT envejecidos.

Para profundizar en la caracterizacion del estado metabolico del modelo se determiné
el contenido de ATP del tejido nervioso en ambos grupos durante el envejecimiento mediante
un método quimiolnminiscente de oxidacion de oxiluciferina. Mediante el mismo se detecto
una disminucion del 65% en el contenido de ATP en el grupo WT durante el envejecimiento
(p <0,05). Este efecto se revirti6 parcialmente en ratonesp66°*“~). En los ratones de 24 meses
de este genotipo se observo una disminucion de solo 35% en la produccion de ATP en
comparacion con los ratones de 3 meses control (p <0,05) (Tabla 4). Esto sugiere que en el
envejecimiento existen alteraciones en el acoplamiento entre la respiracion y la generacion de

ATP, el cual disminuye sensiblemente en cerebros de ratones de ambos genotipos.
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Tabla 4. Produccion de ATP

Control (WT 3m) WT 24m p66°t°-) 24m
ATP (nmol/mg proteina) 125+1 42 £ 37 §142%°

Nota: Los valores son expresados como la media = ES de los diferentes grupos(n=6). Los resultados fueron

contrastados en pares entre el grupo control de 3 meses de edad WT y los dos grupos longevos (7). Asicomo los
grupos de 24 meses de edad WT y p66°™(-") entre si (?). 2 and ? representan p<0,05, Anilisis de varianza de una
via (ANOVA) y prueba post-hoc de Bonferroni.

La fuerza proton motriz que impulsa la sintesis de ATP se produce por la diferencia de
concentracion de H™ que se forma a cada lado de la membrana interna mitocondrial. La
determinacion del potencial de membrana mitocondrial (AW) se llevd a cabo mediante
citometria de flyjo, utilizando una sonda potenciomeétrica (DIOC6) que se acumula en la matriz
mitocondrial. Los resultados muestran que el potencial de membrana mitocondrial (AW) decae
con la edad observandose una disminucion del 49% en ratones WT de 24 meses en
comparacion con sus contrapartes jovenes (p <0,05). En cambio, este fenotipo es parcialimente
revertido en ratones gerontes p66:=*°-~) en donde se observo solo un 14 % de disminucion del

AW observado en el grupo control (p <0,05) (Figura 30).
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Figura 30. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial mediante
citometria de flujo con DIOCG. 1zq.) Histograma representativo de Intensidad de
fluorescencia para DIOC6 (Verde, WT 3 meses), (Mamron, WT 24 meses), (Negro,
KO 24 meses). Der.) Intensidad media de fluorescencia de mitocondrias de cerebro
de cada genotipo en el envejecimiento expresado en unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF). Las barras corresponden a la media + ES con n=8. (a) p

<0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma edad. Anélisis de

varianza de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Bonferroni.
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Para poder explicar Ia mejora en los parametros bioenergeticos observados en el
grupo knock-out durante el envejecimiento, es necesario comprender a qué nivel de la
fosforilacion oxidativa se encuentran las alteraciones detectadas en su funcion. A partir de
ensayos espectrofotometricos, se estudio la actividad enzimatica maxuna de los complejos de
la cadena respiratoria mitocondrial. Los resultados mostraron que los ratones WT de 24 meses
sufren una disminucion mas acentuada en la actividad del complejo 1 (CI) (-48%) que los
ratones p661<") envejecidos (-34%) en comparacién con el grupo de control WT de 3 meses
de edad (p<0,05) (Figura 31). La disminucion en la actividad de CI solo es detectable entre los
grupos de animales mas viejos, no encontrandose diferencias entre los genotipos en estadios
de envejecimiento previos. Posiblemente, esto se deba en alguna medida a la nitracion
nreversible que sufte este complejo frente a altas concentraciones de ONOO". Al confrario de
lo observado en el CI, se observo por espectrofotometria a 550nm una mayor inhibicion en la
actividad del CIV en el grupo knock-out durante el envejecimiento (-31%) en comparacion con
la disminucion en la actividad observada en el grupo WT (-17%) (p <0,05) (Figura 32). La
mayor biodisponibilidad de NO detectada en mitocondrias de cerebro de ratones p66=<?
envejecidos podria ser en parte responsable de la mayor inhibicion (reversible) observada en

la actividad de este complejo.
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Figura 31. Determinaciéon de la actividad enzimatica del Complejo I a partir
del seguimiento del consumeo de H;O; a 340nm. Histograma que representa la
actividad del complejo I (nmoles/min. mg proteina) en mitocondrias de cerebro
de cada grupo durante el envejecimiento. Las barras corresponden a la media + ES
con n=7. (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma
edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Bonferroni.
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Figura 32. Determinacion de la actividad enzimatica del Complejo IV a partir
del seguimiento del consumo de citocromo ¢ reducido a 550nm. Histograma
que representa la actividad del complejo IV (nmoles/min. mg proteina) en
mitocondrias de cerebro de cada grupo durante el envejecimiento. Las barras
corresponden a la media+ES con n=7. (a) p <0.05 vs control 3 meses, (b) p <0,05
vs grupo WT de la misma edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y

prueba post-hoc de Bonferroni
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Figura 33. Determinacién de la actividad enzimatica del Complejo II-IIT a
partir del seguimiento de formacion de citocromo ¢ reducide a 550nm.
Histograma que representa la actividad del complejo IIT (nmoles/min. mg proteina)
en mitocondrias de cerebros de cada grupo durante el envejecimiento. Las barras

corresponden a la media + ES con n=7. Analisis de varianza de una via (ANOVA).

No se observaron diferencias en los perfiles de actividad de CII-III entre ambos
genotipos evaluados durante el envejecimiento (Figura 33). Tomados en conjunto, todos estos
resultados indican que los ratones p66® %) muestran una mejor condicion en la funcién

mitocondrial en el envejecimiento en comparacion con los ratones del grupo WT.
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7.5 La biomasa mitocondrial, la morfologia y la ultraestructura se

modifican en el envejecimiento del tejido nervioso de ratones p66><")

En base a la mejora de los parametros bioenergeticos observada en ratones longevos
p66%°7 vy debido a que varios autores informan sobre la disminucién de la biogénesis
mitocondrial durante el envejecimiento, era interesante estudiar como impacta la ausencia de?
p66shce en el contenido y la estructura mitocondrial. El contenido mitocondrial de una muestra
puede ser determinado utilizando diferentes métodos que proporcionan informacion sobre la

biogénesis y la capacidad oxidativa del tejido.

Como una medida de la masa mitocondrial, utilizamos 10-nonil bromil naranja de
acridina (NAO, Invitrogen), un colorante metacromico con fluorescencia a 533nm. EINAO se
une a la cardiolipina, un fosfolipido especificamente presente en la membrana mitocondrial. Es
importante destacar que la uniéon es independiente de A¥m en el rango fisiologicamente
relevante. El ensayo de citometria de flujo con células de tejido neural tefiiddas con NAO mostro
una disminucion en la intensidad de fluorescencia de un 46% en el grupo WT durante el
envejecimiento mientras que esta reduccion en la masa mitocondrial es menor en el grupo

P66 (27%) (Figura 34).
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Figura 34. Determinacion del contenido mitocondrial mediante citometria de

flujo con NAO. Izq.) Histograma representativo de Intensidad de fluorescencia
para NAO (Verde, WT 3 meses), (Marron, WT 24 meses), (Negro, KO 24 meses).
Der.) Intensidad media de flnorescencia de células de cerebro de cada genotipo en
el envejecimiento expresado en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). Las
barras corresponden a la media + ES conn=8. (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b)
p <0.05 vs grupo WT de lamisma edad. Analisis de varianza de una via(ANOVA)
y prueba post hoc de Bonferroni.
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La condensacion del oxaloacetato dicarboxilato y acetil CoA a citrato tricarboxilato es
catalizada por la citrato sintasa. A partir de esta reaccion las moléculas, como acetil CoA
obtenidos a partir de la oxidacion de piruvato, se introducen en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA o Ciclo de Kiebs). Como una enzima mitocondrial, la citrato sintasa es
utilizada comunmente como un factor de normalizacion para la cuantificacion de proteina
mitocondrial, pero también es posible utilizarla como biomarcador para el contenido
mitocondrial en un homogeneizado de tejido. Este ensayo mide la produccion de coenzima A
(SH-CoA) mediante ¢l monitoreo de la reaccion con la citrato sintasa a 412 nm. Mediante esta
técnica, al igual que con NAO, se detecto una disminucion del contenido mitocondiial en el
envejecimiento, aunque en este caso fue de tan solo un 25% v no se observaron efectos entre

los genotipos estudiados (Figura 35).
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Figura 35. Determinacion de la actividad enzimitica de la Citrato Sintasa a
partir del seguimiento de la reaccién con DTNB a 412 nm. Histograma que
representa la actividad (umolesCoA/min. mg profeina) en mitocondrias de
cerebros de cada grupo durante el envejecimiento. Las barras comresponden a la
media = ES conn=6 (a) p <0,05 vs control 3 meses. Analisis de varianza de una

via (ANOVA) y prueba post-hoc de Bonferroni

64



Resultados

Por tltimo, se determind mediante Real Time PCR con primers especificos, el
contenido de ADN mitocondrial (ADNmt) relativo al ADN nuclear (ADNn) en homogenatos
de cerebro de los grupos de estudio. Los resultados se presentaron como un porcentaje del
contenido relativo de ADNmt/ADNn de ratones control de 3 meses de edad. En la Figura 36,
se observa algo similar a lo obtenido por los anteriores meétodos. Durante el envejecimiento, el
contenido relativo de ADNmt se redujo un 30% en el grupo WT, mientras que en el grupo
p661°") ge observo un aumento de hasta 45% en comparacion con el grupo control (p <0,05).
Sianalizamos los 2 grupos envejecidos entre si, se detecto un aumento del 75% en el contenido

relativo de ADNmt en ratones p66°¢ de 24 meses (p <0,05).
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Figura 36. Determinacién del contenido mitocondrial mediante Real Time
PCR. Izq.) Histograma representativo de la la relacion ADNmt/ADNn a partir de
la cuantificacion del ADNmt y del ADNn. Las barras corresponden a la media +
ES conn=8. (a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma
edad. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba posi-hoc de Dunnet.

De acuerdo con estos resultados, decidimos analizar el nivel de expresion del ARNm
de PGC-la, factor de transcripcion encargado de promover la biogénesis mitocondrial.
Mediante Real Time PCR pudimos observar que el contenido de PGC-1a disminuyo 50% en
homogenatos de tejido neural de ratones WT durante el envejecimiento mientras que en el
grupo p66:2--), PGC-1a permanecio estable a lo largo de toda la vida de los ratones (p <0,05)
(Figura 37).
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Figura 37. Determinacion del contenido de ARNm de PGC-1a mediante Real
Time qPCR. Histograma que representa los niveles de expresion de ARNm de
PGC-1a durante el envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo
a los niveles detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizé el ARNm de
GADPH como normalizador. Las barras corresponden a la media + ES con n=8.
(a) p <0,05 vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupe WT de lamisma edad. Andlisis
de varianza de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Dunnet.

Iiédgenes de microscopio electronico a partir de cortes de cerebro fresco mostraron
diferencias en la morfologia mitocondrial. En ratones WT y p66°:¢” de 3 meses de edad, se
observaron mitocondrias de tamafio y volumen normales, siendo predominantemente
mitocondrias que adoptan formas filamentosas o fubulares (70% de las mitocondrias totales
medidas) mientras que el resto mostro una morfologia circular (fragmentada) (Figura 26). Sin
embargo, hacia el final de la vida, tiempo de produccion maxima de ROS, observamos una
disminucion en la cantidad de mitocondrias tubulares (-44%) y un aumento considerable de
mitocondrias fragmentadas (+120%) en cortes de cerebro de ratones WT de 24 meses (p <0,05).
Dicho efecto se revierte parcialmente cuando analizamos las mitocondrias de los cortes de
cerebro de ratones de p66™°” de 24 meses de edad. En estos se observan ambos tipos de
poblaciones mitocondriales, un fenotipo intermedio entre lo observado en losratones WT de 3

y 24 meses con (55% de mitocondrias tubulares) (Figura 38).
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Figura 38. Determinacion de la morfologia mitocondrial a partir de
microscopia electréonica de cortes cerebrales. Arriba. Imdgenes representativas
de cortes cerebrales observados con un aumento de 20.000X. Abajo. Histograma
resultante de contar al menos 300 mitocondrias por area arbitraria. La distribucion
porcentual de las mitocondrias tubulares y fragmentadas se determino en un
minimo de 8-10 campos aleatorios a 4400 aumentos para garantizar un area
representativa de analisis (n=>5). Las mitocondrias cuya longitud fuera mas de tres
veces su ancho se consideraron tubulares. mientras que las restantes mitocondrias
se consideraron fragmentadas. Los valores representan la media = (SEM). (a)
representa p <0.05 en comparacion con el grupo de 3 meses. (b) representa p <0.05
entre grupos de 24 meses WT y p66Shc (-/-). analisis de varianza de una via
(ANOVA) y prueba post-hoc de Bonferroni.
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7.6 La ausencia de p66shc altera la homeostasis de la dindmica

mitocondrial en el envejecimiento

La morfologia mitocondrial depende de la interaccion entre procesos altamente
dinamicos, como la fusion, fision y el equilibrio entre ambas. Para comprender como interviene
p66shc en la dinamica mitocondrial, analizamos los cambios en la expresion y transcripcion de
algunas de las principales proteinas responsables del redimensionamiento de la red

mitocondrial.

Mediante Western Blot v Real Time PCR observamos que en ratones WT el contenido de
proteina de fusion Mfn2 en la fraccion mitocondrial disminuye con el envejecimiento (30%),
Mientras que en los ratones p662<-") se detectéd un aumento del 25% en los niveles de esta
proteina (p <0,05) (Figura 39). A su vez, los niveles de ARNm de Mfn2 durante el
envejecimiento se mantuvieron constantes en el grupo WT mieniras que el grupo KO presento
una tendencia ascendente a lo largo de toda la vida que se volvio significativa en el grupo de

24 meses (p <0,05) (Figura 40).
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Figura 39. Determinacion de la expresion de MFN2 en los grupos de estudio
mediante Western Blot. Se muesira WB representativo y las densitometrias que
representan la expresion de MFN2 durante el envejecimiento en mitocondrias de
cerebros de ambos genotipos en funcién a los niveles detectados a los 3 meses WT
(control). Se utilizé la expresién de VDAC como normalizador (a) representa p
<0.05 en comparacion con el grupo de 3 meses Las barras corresponden a 1a media
+ ES con n=4. Anilisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba post hoc

Bonferroni
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OPALl, la ofra proteina de fusion analizada por Western Blot y Real Time PCR, no registro

diferencias en los niveles de expresion ni en su expresion de mensajero (Figura 41 y 42).
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Figura 40. Determinacion del contenido de MFN2 mediante Real Time qPCR.
Histograma que representa los niveles de expresién de ARNm de MFN2 durante
el envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo a los niveles
detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizo el ARNm de GADPH
como normalizador. Las barras corresponden a la media + ES con n=8. (a) p <0.05
vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma edad. Analisis de varianza

de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Dunnet
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Figura 41. Determinacion de 1a expresion de OPA1 en los grupos de estudio
mediante Western Blot. Se muestra WB representativo y las densitometiias que
representan la expresion de MEN2 durante el envejecimiento en mitocondrias de
cerebro de ambos genotipos en funcion alos niveles detectados a los 3 meses WT
(control). Se utilizd la expresion de VDAC como normalizador. Las barras
corresponden a la media +£ ES con n=4. Analisis de varianza de una via (ANOVA)

y prueba post- hoc de Bonferroni
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Figura 42. Determinacion del contenido de OPA1 mediante Real Time qPCR.
Histograma que representa los niveles de expresién de ARNm de MFN2 durante
el envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo a los niveles
detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizé el ARNm de GADPH
como normalizador. Las barras corresponden a la media £ ES con n=8. (a) p <0,05
vs control 3 meses, (b) p <0,05 vs grupo WT de la misma edad. Analisis de varianza

de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Dunnet

Para profundizar en la comprension del efecto de p66shc sobre la red mitocondrial,
estudiamos en homogenatos de cerebro de ambos grupos a lo largo del envejecimiento los
patrones de expresion y contenido de ARNm de Drpl o también conocido como DNMIL
(GTPasa de las superfamilia de las dinaminas). Esta proteina es la principal encargada del
proceso de fision mitocondrial. Mediante Western Blot detectamos un aumento de hasta el 50%
en la expresion de esta proteina a lo largo del envejecimiento en el grupo de ratones WT,
mientras que los ratones p66**¢~ de 24 meses presentaron una disminucién del 30% en la

expresion de Dipl en comparacion con el grupo control de 3 meses (p <0,05) (Figura 43).

Trabajos previos demostraron que la fosforilacion en S616 de Drpl estimula la fision
mitocondrial. En ratones WT se observo, por Western Blot, un aumento de 2,5 veces en los
niveles de esta fosforilacion a lo largo de la vida (p <0,05). Sin embargo, no se detectaron
cambios en los niveles de p-Dipl (S616) en las muestras de cerebro de los ratones p66::<?
durante el envejecimiento (Figura 43). La expresion génica de Dipl mostro el mismo patron
de modulacion que el observado en la expresion proteica a lo largo de la vida de los ratones
WT y p66°2°C7); exhibiendo un aumento de hasta 3 veces en ratones WT de 24 meses y
permaneciendo estables en p66°°“ grupo, como se muestra en la misma figura (p <0,05)

(Figura 44).
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Figura 43. Determinacion de la expresion de Drpl y de su isoforma activa P-

Drpl (616) en los grupos de estudio mediante Western Blot. Se muestra WB

representativo y las densitometrias que representan la expresion de Drpl y P-Dipl

durante el envejecimiento en mitocondrias de cerebro de ambos genotipos en

funcién de los niveles detectados a los 3 meses WT (control). Se utilizo la

expresion de Actina como normalizador. Las barras corresponden a la media £ ES

con n=4. Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de

Bonferroni
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Figura 44. Determinacion del contenido de DRP1 mediante Real Time qPCR.
Histograma que representa los niveles de expresion de ARNm de DRP1 durante el
envejecimiento en tejido cerebral de ambos genotipos relativo a los niveles
detectados en el grupo (control) 3 meses WT. Se utilizo el ARNm de GAPDH
como normalizador. Las barras corresponden a la media + ES con n=8. (a) p <0.05
vs control 3 meses. (b) p <0.05 vs grupo WT de la misma edad. Analisis de varianza

de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Dunnet

7.7 La actividad de Sirt3 puede ser regulada a través de nitracion por

ONOO

Para entender como los altos niveles de RNS, maés precisamente ONOO-, pueden
modular la capacidad de desacetilacion del proteoma mitocondrial estudiamos la bioquimica
de Sirt3. Esta proteina esta descripta como la principal responsable de este proceso en
mitocondrias y se la considera clave en el retraso de la pérdida de funciones biologicas durante
el envejecimiento. La actividad biologica de estas desacetilasas depende de NAD+ como un

cofactor.

La nicotinamida adenina dinucleotido tiene varias funciones esenciales en el
metabolismo y ademas de ser sustrato para las sirtuinas, actia como coenzima en varias
reacciones redox. La relacion NAD"/NADH es un parametro bioenergético interesante de
analizar capaz de ser detectado a través de un método colorimétrico. En dicho ensayo,
mitocondrias purificadas de cerebros de ratones WT presentaron una fuerte reduccion (78%)

en la relacion NAD"/NADH durante el envejecimiento. Mientras que en los ratones p66%<-?
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se observo una disminucion leve (32%) en comparacion con la observada en el grupo WT,

dando cuenta de un ambiente con mayor biodisponibilidad de NAD™ (Tabla 5).

Tabla 5. Relacion NAD/NADH.
Control (WT 3m) WT24m po6°t 241
Relacion NAD/NADH 53+07 12+04° 27+£05%

Kit comercial colorimétrico donde los valores son expresados como la media = Error estandar de los diferentes
grupos (n=6). Los resultados fueron contrastados en pares entre el grupo control de 3 meses de edad WT y los
dos grupos longevos (7). Asi como los grupos de 24 meses de edad WT v p665<C? entre i (?). ? v ° representan
p<0.05 mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba posi-hoc de Bonferroni. UAF: Unidades
Arbitrarias de Fluorescencia.

Utilizando un software bioinformatico GPS (Sistema de prediccion basado en grupos)
que nos permite predecir diferentes modificaciones postraduccionales, analizamos la secuencia
aminoacidica murina de Sirt3 desacetilasa y detectamos una tirosina susceptible de ser nitrada
en la posicion 100. Dicha posicién se ha informado como parte de un posible sitio de union a
NAD™ (Figura 45).

€ GPsYNO2 1.0 = a X

File Tools Help
Predicted Sites
Position Peptige Score Cutoft Cluster

100 RSPGSGLYSNLQQYD 0568 0.554 Cluster A

Enter sequence(s) in FASTA format
MALDPLGAVWVLQSIMALSGRLALAALRLWGPGGGRRPISLCVGASGGFGGEGSSEKKFSL
QDVAELLRTRACSRVWVMVGAGISTPSCIPDFRSPGSGLY SNLOQYDIPYPEAFEL GFF
FHNPKPFFUMLAKELYPGHYRPNVTHYFLRLLHDKELLLRLYTQNIDGLERASGIPASKLY
EAHGTFVTATCTVCRRSFPGEDIWADVMADRVPRCPYCTGVVKPDIVFFGEQLPARFLLH
MADFALADLLLILGTSLEVEPFASLSEAVOKSVPRLLINRDLVGPFVLSPRRKDVWQLGD
VWHGVERLVDLLGWTQELLDLMOQRERGKLDGQDR

Figura 45. Determinacion in Silico de Tirosinas (Y) candidatas a sufrir nitracién en
Sirt3. Captura de pantalla del andlisis realizade por el software GPS-YNO2 sobre el
FASTA cormrespondiente a la secuencia del gen Sirt3 de ratéon (mus-musculus) informada

como Gene ID: 64384
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Mediante el uso de un kit comercial fluoromeétrico, analizamos si la actividad de Sirt3
era sensible a la nitracion. Para esto, incubamos Sirt3 recombinante (1Sirt3) con
concentraciones crecientes de ONOO- (100, 250 y S00 uM) y observamos una disminucion en

la actividad enzimatica del 47%, 55% y 70%, respectivamente (p <0,05) (Figura 46).
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Figura 46. Efecto del ONOO" en la actividad de Sirt3. La actividad de Sirt3
recombinante (1Sirt3) se determind mediante un método fluoromeétrico. Se incubo
rSirt3 con concentraciones crecientes de ONOO™ (100, 250, 500 gt M). Los
resultados se contrastaron en pares a diferentes concentraciones de ONOO" (a). Los
valores representan medias = (ES). a y b representan p <0.05. analisis de varianza

de una via (ANOVA) y prueba post-hoc de Bonferroni

Este resultado nos llevo a preguntarnos si los altos niveles de ONOQO- observados en el
envejecimiento eran capaces de modificar la expresion, la estructura y la actividad de la Sirt3.
Para tratar de responder esta cuestion, inmunoprecipitamos la proteina incubando mitocondrias
de cerebro purificadas de ambos grupos con anticuerpos anti-Sirt3. No se observaron
diferencias relacionadas con la edad o el genotipo en los niveles de expresion de Sirt3 medidas
a partir del WB del inmunoprecipitado (Figura 35). En cambio, si el inmunoprecipitado de Sirt3
es incubado con un anticuerpo anti 3-nitrotirosina, es posible observar que los animales WT de

24 meses presentan un aumento en la nitracion que es indetectable en el grupo p66°™™~" (Figura
47).

En concordancia con estos resultados, la actividad de la rSirt3 del kit de actividad
expuesta a la fraccion mitocondrial del cerebro de ratones p662°-~ de 24 meses fue mayor que
la observada cuando se la incubd con la fraccion mitocondrial de ratones WT gerontes (p
<0,05). Este efecto inhibitorio observado con los extractos de los ratones WT de 24 fue

equivalente al obtenido incubando rSirt3 con 100 pM de ONOO". En cambio, mitocondrias de
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ratones p66°2““” viejos, con elevada relacion NAD"/NADH y bajo contenido de proteinas
mitocondriales nitradas mostraron un ambiente favorable y menos inhibitorio para la actividad

de rSirt3 que la observada en el grupo WT en el envejecimiento (33 %) (p <0,05) (Figura 48).

WT p 66 Shof-+)
3 24 3 24

nozTyr MR wh .

Figura 47. Determinacion de la expresion de Sirt3 y de su nivel de nitracion
mediante Inmunoprecipitacion y Western blot. La inmunoprecipitacion de Sirt3
se realizo a partir de lisados cerebrales mitocondriales incubados con anticuerpo
monoclonal anti Sirt3 y proteina A/G PLUS Agarose y luego se sometieron a
inmunotransferencia contra anticuerpos monoclonales anti Sirt3 o anfi 3-

nitrotirosina.
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Figura 48. Efecto de los lisados mitocondriales de ambos genotipos en la
actividad de Sirt3. Se incubé rSirt3 con 100 pM de ONOO™ o con lisados
mitocondriales de cerebros de ratones de 3 y 24 meses. Los resultados se
contrastaron en pares entre 1Sirt3 y los dos genotipos a diferentes edades (a) y entre
los genotipos de la misma edad entre si (b). Los valores representan medias ==
(ES), ay brepresentan p <0,05, andlisis de varianza de una via (ANOV A) y prueba

post-hoc de Bonferroni.
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8 DISCUSION.

La fragilidad cognitiva emerge como uno de los mayores desafios para la medicina
del siglo XXI. A medida que la expectativa de vida de la poblacion aumenta, también lo hace
la prevalencia del deterioro cognitivo, las enfermedades neurodegenerativas y la demencia,
saturando y colapsando los sistemas sociales y de salud. Segiin la OMS, un gran porcentaje de
los adultos mayores de 85 anos sufren de Alzheimer, por lo que es fundamental comprender
los mecanismos del deterioro cognitivo durante el envejecimiento. El desarrollo de este tipo de
patologias debe entenderse en el contexto de la biologia molecular del proceso de

envejecimiento.

El envejecimiento es un proceso degenerativo multifactorial que afecta la
endocrinologia y la bioquimica del cerebro. La funcion mitocondrial disminuye en el proceso
de envejecimiento normal aumentando la incidencia de trastornos neurodegenerativos
relacionados con la edad. Los estudios de expresion geénica sugieren que la reduccion en la
expresion de genes mitocondriales durante el envejecimiento es una caracteristica fuertemente
conservada en los organismos a lo largo de la evolucion que incluye desde Caenorhabditis
elegans hasta los humanos. En particular, analisis organo-especificos han revelado una
disminucion progresiva en la expresion geénica mitocondrial en cerebro de ratas, ratones,

macacos rhesus y seres humanos durante el envejecimiento (Bishop D. B., 2010).

Muchas de las funciones fisiologicas de nuestro cuerpo son establecidas o controladas
por nuestro cerebro. El cerebro es el organo mas complejo en el cuerpo humano. Es el centro
de nuestro sistema nervioso y orquesta muchos procesos necesarios para el mantenimiento de
la homeostasis y las acciones fisicas. Comprender como envejece el cerebro humano e
identificar los mecanismos por los que se desarrolla este proceso puede ser crucial para retrasar
o revertir el envejecimiento saludable de todo el cuerpo. En el cerebro humano, el declive de
la funcion mitocondrial puede afectar selectivamente a poblaciones neuronales con grandes
demandas bioenergéticas, como las grandes neuronas piramidales que degeneran y conducen
al Alzheimer. Por lo tanto, la disminucion de la fimcion mitocondrial puede contribuir al
envejecimiento del cerebro y hacer que las neuronas sean vulnerables a las patologias
dependientes de la edad. La funcion mitocondrial parece ser una importante influencia
moduladora en el proceso de envejecimiento en todas las especies evaluadas, y puede, segun

el contexto, tener efectos tanto positivos como negativos en la esperanza de vida. Si bien los
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mecanismos reales que subyacen a la extension de la esperanza de vida en estos modelos
experimentales no estan del todo claros, una hipotesis es que la funcion eficiente de la cadena
de transporte de electrones reduce la generacion y liberacion de especies reactivas de oxigeno

daninas para la celula.

Esta hipotesis esta alineada con la teoria del envejecimiento por radicales libres, que
atribuye este proceso al dano oxidativo causado por la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) derivadas de la respiracion mitocondrial cuando el O» se reduce parcialmente
(Harman D., 1956). La formacion de O, depende de la concentracion de potenciales dadores
de electrones, la concentracion local de O; vy las constantes de velocidad de segundo orden para
las reacciones entre ambos. Existen varios sitios para la formacion de O»™ a lo largo de 1a cadena
respiratoria debido a la fuga de electrones durante su transferencia en la fosforilacion oxidativa,

siendo los complejos I y III los mas ampliamente estudiados.

Aunque el complejo IIT parece ser responsable de la mayor parte del O»” producido en
las mitocondrias de corazon y de pulmon (Turrens J. F. y Boveris A, 1980; Turrens J. F., 1982),
el Complejo I parece ser la principal fuente de formacion de O2” en el cerebro en condiciones
normales (Barja G. y Herrero A. J., 1998; Barja G., 1999). Ademas, el complejo I es Ia principal
fuente de ROS en una variedad de escenarios patologicos como el envejecimiento y las

enfermedades neurodegenerativas (Barja G, v Herrero A. J., 1998; Nicholls D. G., 2002;
Trojanowski J. Q., 2003).

Los dos principales estados que inducen la produccion significativa de Oz son: (i)
cuando las mitocondrias no producen ATP con altos niveles de CoQ reducida y, en
consecuencia, un Ap alto (fuerza proton-motriz); y (i1) cuando hay una baja proporcion de
NAD/NADH en la matriz mitocondrial. Ambos estados convergen en diferente magnitud
durante el envejecimiento (Murphy M. P., 2009). Asimismo, el envejecimiento tiene también
un mmpacto negativo en la biosintesis de NAD limitando su biodisponibilidad en células
humanas (Borradaile M. N 2009; Koltai E , 2010) y murinas (Yoshino J ,2011). Este cofactor
es esencial para el normal desempefio de mediadores como la desacetilasa mitocondrial Sirt3,
la sirtuina mitocondrial mas estudiada y asociada al mantenimiento de la homeostasis
metabdlica que, a su vez, es considerada como un elemento clave para retrasar la pérdida de

funciones biologicas durante el envejecimiento (Kincaid B. and Bossy-Wetzel E., 2013).
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Por su parte, la funcion mitocondrial también es modulada por la exposicion al oxido
nitrico. E1 NO, radical relativamente poco reactivo, sirve como una molécula mensajera en una
variedad de sistemas fisiologicos y tiene la capacidad de formar especies de radicales toxicos,
como el peroxinitrito (ONOO"), que puede causar dafio nitrosativo en biomoléculas, fallo de la
degradacion proteosomica, inhibicion de la actividad enzimética e interferencia general de las
funciones reguladoras (Knott A .B. and Bossy-Wetzel E., 2010). Todos estos fenomenos tienen
lugar durante el envejecimiento, cuando aumentan los niveles de ROS y el anion superoxido
(O2) se conjuga con NO para formar especies reactivas del nitrogeno y sus productos nitrato
(NO3Y), nitrito (NO2") y peroxinitrito (ONOO") que conllevan al dafio, a la pérdida de funciones
biologicas v finalmente a la muerte. Los RNS cumplen también un papel directo en la
senalizacion celular, la vasodilatacion y la respuesta inmune (Poderoso J.J., 1999; Lam P.Y |
2009; Perez-Gallardo R.V ., 2014).

Muchas de las enfermedades neurodegenerativas estan asociadas no solo al desbalance
de la homeostasis metabolica mitocondrial per se sino también a cambios en la ultraestructura,
la morfologia y la dinamica de los eventos de fusion/fision de estas organelas (Chen D. C.,
2011; Zorzano A., 2015). En muchos estudios, las alteraciones en los niveles de ROS/RNS se
han relacionado con cambios en la morfologia mitocondrial, lo que sugiere una sefalizacion
bidireccional entre la homeostasis redox y la dindmica mitocondrial (Willems P. H., 2015).
Aunque todavia no se han definido con certeza los parametros que los regulan, en la actualidad
se sabe que la morfologia mitocondrial, esencial para mantener la funcion mitocondrial normal,
es el resultado de continuos eventos de fusion y fision regulados en parte por el estado redox
(Chen H., 2005). Estos eventos estan fiamente concertados por las proteinas de fusion
mitocondrial: proteina de la atrofia optica 1 (Opal), mitofusinas 1 y 2 (Ml y M2,
respectivamente), y a su vez por las proteinas de fision mitocondrial: proteina relacionada con
dinamina 1 (Drp1) y proteina de fision 1 (Fisl). Altos niveles de ROS/RNS se han asociado a
modificaciones postraduccionales inducidas por redox (es decir, oxidacion, nitracion, S-
nitrosilacion, etc.) en varias de estas proteinas y en otras que interactiian con ellas, favoreciendo
el desbalance entre estos procesos que conllevan a la pérdida de funciones biologicas en el
envejecimiento (Cho D.H., 2009; Leboucher G. P., 2012; Sacksteder C. A., 2006).

La plasticidad y la densidad mitocondrial disminuyen con la edad, y a su vez la
capacidad de biogénesis mitocondrial se reduce debido a la disminucion de la actividad de
PGC-1a por procesos redox dependientes (Qiang W_, 2007; Reznick R M, 2007; Seo AY
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2010). PGC-la es un coactivador transcripcional que mejora la actividad de factores de
transcripcion especificos, coordinando la expresion de genes importantes en la termogénesis
adaptativa, la gluconeogénesis, la biogénesis mitocondrial y la respiracion (Kong X., 2010).
PGC1-aes el regulador principal de las enzimas antioxidantes depuradoras de ROS incluyendo
a MnSOD vy a la proteina desacopladora (UPC2), proteinas mitocondriales que pueden
contribuir a la supervivencia neuronal (Chen S. D., 2011). Se ha descripto un vinculo entre la
biogénesis y la morfologia mitocondrial debido a que PGC-1a regula la expresion de Mfn2. La
represion de Mfn2 en las células disminuye el consumo de oxigeno, el potencial de membrana
mitocondrial y la expresion de proteinas que intervienen en la fosforilacion oxidativa (Seo

AY., 2010).

La generacion de ROS depende del balance entre la actividad mitocondrial y la
capacidad de respuesta antioxidante (Hoffiman D. L., 2009), pero en si mismo puede percibirse
como un sensor y transductor de seniales en diversos procesos fisiologicos y fisiopatologicos
enzimaticos mediados por genes (Cerqueira F.M.. 2012). En los tultimos anos, se han
establecido mas casos de cooperacion entre ROS v genes reguladores de la senescencia y del
desarrollo del envejecimiento (Raffaello A. and Rizzuto R., 2011). La proteina adaptadora
p66shce es un determinante genético de esperanza de vida que 1egula el metabolismo de ROS y

la apoptosis celular.

Ante una senal de estrés (factor de crecimiento, activacion del receptor de insulina,
radiacion excesiva o estrés oxidativo), PKCP fosforila a p66shc en Ser36, esto produce que
PINI reconozca a p66shc y a partir de su isomerizacion transloque a mitocondrias. En el
espacio intermembrana p66shc oxida al citocromo c evitando la transferencia de electrones a
la citocromo oxidasa que deriva en altos niveles de reduccion del complejo III (ubiquinol y
citocromo b-cl) (Pelicci P. G., 2005). La inhibiciéon del libre flujo de electrones determina la
formacion de semubiquinona y la posterior reduccion monoelectronica de O» con formacion
de O2, eventualmente dismutado a H>O» por la MnSOD y a H>O por la catalasa (Boveris A.,
1972). La ablacion de p66shc en ratones se traduce en una disminucion significativa de la
produccion mitocondrial de ROS y un 30% de aumento en la esperanza de vida (Migliaccio E.,
1999). Se ha informado que los ratones knock-out para p66shc exhiben un aumento en la tasa
metabOlica y tienen menos grasa corporal que sus contrapartes de genotipo salvaje

(Berniakovich 1., 2008). Lo mas notable e interesante para los objetivos de esta tesis, es que se
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los ha descripto como un modelo animal de envejecimiento saludable con mejores capacidades

cognitivas y un mejor rendimiento fisico en la vejez (Berry A, 2008).

Los niveles de expresion del p66she varian seglin el 6rgano y la edad. En la juventud,
los niveles de esta proteina en el cerebro son practicamente indetectables, mientras que en la
vejez su expresion aumenta significativamente (Sone K., 2012). Todos los parametros
oxidativos analizados en este trabajo mostraron que los cerebros de ratones p66%2°-" jovenes
presentan los mismos niveles basales que sus contrapartes salvajes. Estos hallazgos podrian
explicar por que no se encuentran diferencias en el estado metabdlico entre los grupos WT y
P66 en la juventud. Por lo tanto, p66she podria considerarse un punto convergente entre

la teoria del envejecimiento por estrés oxidativo y la teoria de senescencia programada.

Como discutimos previamente, el equilibrio entre la generacion y la detoxificacion de
ROS es el principal determinante de esperanza de vida segun la teoria del envejecimiento de
Harman. Nuestros resultados demostraron que durante el envejecimiento, las mitocondrias de
tejido nervioso de ratones p66°2°¢-) exhibieron un menor desequilibrio redox y una disminucién
en la produccion de Oz como asi también en la actividad de su detoxificacion. La activacion
de este mecanismo compensatorio podria no ser necesaria teniendo en cuenta la baja

produccion de ROS que observamos en estos ratones mutantes durante el envejecimiento.

Se han realizado esfuerzos considerables para comprender y explicar los efectos de los
oxidantes (ROS y RNS) en el estrés oxidativo-nitrosativo resultante sobre los lipidos, las
proteinas y el ADN, y su contribucion al proceso de envejecimiento. Durante los ultimos anos,
diferentes grupos, incluido el nuestro, definieron al NO como un modulador mitocondrial
tipico. Altos niveles de NO son perjudiciales y terminan en oxidacion y nitracion de proteinas
que conducen a la pérdida de funcion mitocondrial y celular, mientras que niveles controlados
de NO pueden inducir resistencia al esirés y la biogénesis mitocondrial (Nisoli E., 2005).
Previamente, nuestro laboratorio ha demostrado que cuando se produce un aumento marcado
en la produccion de NO, como por ejemplo en el hipotiroidismo (Franco M. C. 2006), en la
exposicion a hipoxia (Giusti S. 2008) o en este caso, en el envejecimiento, una parte
considerable del aumento en los niveles de H>O> producidos por las mitocondrias es de fuentes
NO-dependientes. En este modelo de envejecimiento saludable encontramos una disminucion
significativa en los niveles de produccion de H>O> independientemente del origen. En el grupo
p66°7) tanto la capacidad de produccién general de H,O» como la NO-dependiente se

encuentran por debajo de lo observado en los animales WT durante el envejecimiento. Estos
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resultados nos llevan a pensar que p66shc y el metabolismo del NO se encuentran

estrechamente relacionados.

Teniendo en cuenta que el metabolismo del NO implica aspectos reguladores sobre la
produccion de ROS y que las mitocondrias desempenan un 1ol clave en el mantenimiento de la
homeostasis metabolica celilar (Carreras M. C., 2007), en los nltimos afios se ha profundizado
el estudio de los mecanismos por los cuales las RNS contribuyen a la modulacion mitocondrial
de los procesos vitales en el envejecimiento (Gonzalez-Freire M., 2015;). De hecho, nuestro
laboratorio ha observado en resultados preliminares que el aumento en la regulacion de la
nNOS en el cerebro de ratas durante el envejecimiento se correlaciona con el incremento en la
nitracion de proteinas mitocondriales. Otros grupos informan efectos similares en la regulacion
de nNOS durante el envejecimiento (Lam P. Y., 2009). Nuestros resultados muestran que a
pesar de no detectar un claro aumento en la expresion de nNOS en el tejido nervioso durante
el envejecimiento de ratones p66™<-", fue posible observar la intensificacion en su actividad
que se correlaciono con el aumento en los niveles de NO detectados por citometria de flujo con

DAF-FM.

Sin embargo, dicho aumento en los niveles de NO no derivo en una mayor deteccion
de nitraciéon de proteinas mitocondriales, fendmeno previamente observado por nuestro grupo
enratas Wistar durante el envejecimiento. Un efecto similar fue previamente publicado en estos
ratones p66°") (Francia P., 2004). Los autores de ese trabajo informan que estos ratones
mutantes se encontrarian protegidos contra la disfuncion endotelial relacionada con la edad
debido al incremento de la biodisponibilidad de NO sin conducir al aumento en la nitracion de
proteinas. Este notable efecto podria ser consecuencia de los bajos niveles de produccion de
0,y H:0; detectados durante el envejecimiento en ratones p66T°~), ya que un ambiente con
bajos niveles de ROS no favoreceria la descomposicion del NO para la ulterior formacion de

ONOO".

Como hemos visto hasta ahora, existen evidencias previas que reportan un flujo de
comunicacion multidireccional entre los cambios en el equilibrio ROS/RNS y la biogénesis, la
dinamica y la funcion mitocondrial (Lizana L., 2008; Mannella C. A., 2013; Willems P. H.,
2015). En este trabajo mostramos que en el envejecimiento, las mitocondrias de tejido nervioso
de ratones p66°*~ presentan una menor inhibicion de la actividad del Complejo I de la cadena
respiratoria, acompanada por un elevado consumo de oxigeno y un mayor contenido de ATP,

en contraste con lo observado en los ratones WT. Posiblemente, este fenémeno ocurra debido
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a la nitracion rreversible del CI observada a altas concentraciones de ONOO™ (Yamamoto T .,
2002).

A su vez, observamos una mayor inhibicién de la actividad de citocromo ¢ oxidasa
(CIV) en los ratones p66¥<~) durante el envejecimiento. Previamente sabiamos que
concentraciones micro molares de NO son capaces de mhibir rapidamente de forma reversible
al complejo IV a través de la formacion de un derivado nitrosilado (Sarti P., 2003). Por este
motivo, es probable que los altos niveles de biodisponibilidad de NO en estado estacionario
registrados en mitocondrias de ratones p66°") sean los responsables de la inhibicion

observada en este complejo.

De todas maneras, el efecto inhibitorio del NO sobre la actividad del complejo IV
pareceria no ser suficiente para contramrestar la mejora en los parametios bioenergeticos
observada en estos ratones knock-out durante el envejecimiento. Es interesante tener en cuenta
que a pesar de que el NO es capaz de modular y regular la capacidad respiratoria a traves de su
union e inhibicion a la citocromo ¢ oxidasa de forma reversible, el Complejo I es el que ejerce
el mayor nivel de control de los complejos de la cadena de transporte de electrones sobre la
fosforilacion oxidativa, el consumo de oxigeno y la produccion de ATP (Telford J. E., 2009).
Esos resultados, junto con los resultados de este estudio, indican que inhibiciones superiores al
~ 10% del complejo I podrian causar inicialmente una disminucion del consumo de oxigeno,
que conduce a efectos posteriores como la despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial, niveles disminuidos de ATP y mayores niveles de especies reactivas de oxigeno,

tal cual se observa en los ratones WT durante el envejecimiento.

En una variedad de modelos que comprenden desde la levadura hasta los mamiferos
(Bakeeva L. E., 1978; Kirkwood S. P., 1986; Rafelski S. M., 2013), las mitocondrias forman
redes interconectadas que se someten a reordenamientos morfologicos continuos dependiendo
del tejido v de los requerimientos energeticos (Bereiter-Hahn J., 1994; Chan D. C., 2006;
Hoppins S_, 2007). Cada “mitocondria” existe de forma independiente solo transitoriamente
antes de fusionarse a la red mitocondrial o dividirse en organelas mas pequenias. La estructura
mitocondrial depende de procesos altamente dinamicos como son el equilibrio entre sus tasas
de fusion/fision, biogénesis y mitofagia. En el envejecimiento, el mantenimiento de la

homeostasis mitocondrial se ve comprometido dada la pérdida de plasticidad de estos procesos.
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Trabajos de otros autores describen que la despolarizacion mitocondnal mmducida por
ROS conlleva a la fragmentacion, lo que sugiere que la fision juega un papel indispensable en
el estrés oxidativo mediado por mitocondrias (Gounden S., 2015). Actualmente, cada vez mas
estudios han revelado que la fision mitocondrial tiende a manipular la apoptosis, la autofagia y
la produccion de ROS (Thomas K. J., 2012; Rambold A. S., 2011; Shenouda S. M., 2011;
Huang Q., 2016; Twig G., 2008). Ademas, el proceso de fusion depende de A, y por lo tanto,
es posible que a través de su disminucion, las ROS inhiban la fusion mitocondrial (Fan. X,
2010). En este trabajo mostramos que en ¢l envejecimiento, las mitocondrias de tejido nervioso
de ratones p66°2°-" presentan una mayor masa mitocondrial, un alto A¥ mitocondrial y a su
vez adoptan formas predominantemente tubulares o filamentosas, a diferencia de lo observado
en este estudio y por otros grupos de investigacion durante el proceso de envejecimiento normal
(Barazzoni R., 2001).

Estos resultados son consistentes con nuestros ensayos de Western Blot y Real Time
PCR sobre las proteinas involucradas en dinamica mitocondrial Mfn2, GTPasa de membrana
externa mitocondrial directamente implicada en su fusion y Drpl, GTPasa que genera
esfructuras anulares que constrifien las mitocondrias en los eventos de fision. Estos
experimentos mostraron que a lo largo del envejecimiento en tejido nervioso de ratones p66=°¢
) se incrementa la expresion de Mfn2 mientras que la expresion de Dipl disminuye, a la inversa

de lo observado en los ratones WT.

Se ha descripto que varias quinasas, incluida la familia de las quinasas dependientes de
ciclinas (CDK), promueven la fision mitocondrial a traves de la fosforilacion de Drplen Ser
616 (pDrp1-S616) (Tauguchi N., 2007). Mediante Western Blot de homogenatos de tejido
nervioso de ratones p66°™-) observamos baja cantidad de esta isoforma activa pDrpl-S616
en el envejecimiento, lo cual contrasta con los altos niveles de la misma detectados en ratones
WT. Si bien es necesario un balance oOptimo entre la fusion y fision para el correcto
funcionamiento de la célula, Ia fision mitocondrial es parte imprescindible del turnover o
recambio mitocondrial y se ha informado que la fosforilacion de Drpl en S616 mediada por
AKT promueve fision excesiva que conlleva a la apoptosis neural en modelos de Alzheimer
(Kim D. I, 2016). Creemos que hacen falta experimentos para determinar la tasa de mitofagia
a fin de poder profundizar en la comprension del estado de la homeostasis mitocondrial en este

modelo de envejecimiento.
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Estos hallazgos sugieren una infima relacion entre el metabolismo redox y la dinamica
mitocondrial ya que una morfologia mitocondrial aberrante puede conducir a una mayor
formacion de ROS, que a su vez puede deteriorar la salud mitocondrial y exacerbar atin mas el
estrés oxidativo en un ciclo vicioso que se perpetia a si mismo. Cada vez mas publicaciones
informan modificaciones postraduccionales mediadas por RNS (nitrosilacion/nitracion) que
regulan la actividad de proteinas relacionadas a los procesos de dinamica mitocondnal (Qiang
W., 2007; Sammant S. A., 2014). Seria interesante en el futuro estudiar el estado de nitracion
de estas proteinas en el envejecimiento para asi poder profundizar en la comprension de la

regulacion de estos fenomenos.

Por otro lado, se ha observado que individuos centenarios poseen altos niveles de
expresion de Sirt3 y que los cambios observados en el perfil de acetilacion de las proteinas o
“acetiloma” estan relacionados con el envejecimiento normal y las enfermedades
neurodegenerativas vinculadas a la edad (Puri P. L., 2010; Rose G., 2003). Sirt3, miembro de
la familia de las desacetilasas dependientes de NAD, es la sirtuina de localizacion mitocondrial
mas estudiada y asociada al mantenimiento de la homeostasis metabolica y como nombramos
previamente, a la modulacion de la desacetilacion de varias proteinas que participan en la
regulacion redox (Hallows W. C., 2011; Shi T., 2005). Si bien las bases moleculares y los
mecanismos que conducen al aumento de la esperanza de vida ain no estan claros, uno de los
atributos mas interesantes de esta enzima es que se la considera un elemento importante para

el retraso de la pérdida de funciones biologicas durante el envejecimiento (Kincaid B., 2013).

Se ha informado la interaccion fisica de Sirt3 con proteinas relacionadas al proceso de
envejecimiento como por ejemplo FOXO3a, acetil-coA sintetasa (AceCS2) v PGC-la
(Halaschek-Wiener J., 2009). La familia de los factores de transcripcion FOXO es la homologa
humana del gen DAF-16 en Caenorhabditis elegans, que contribuye a la regulacion de la
esperanza de vida de los nematodos (Shi T., 2005). Por su parte, el complejo Sirt3/AceCS2
tiene un papel importante en la apoptosis y la regulacion del crecimiento bajo ciertas
condiciones ambientales en un tipo especifico de células epiteliales no cancerosas (Allison S.J.,
2007). La interaccion Sirt3/PGC-la disminuye el daiio inducido por estrés oxidativo al

aumentar la resistencia de las defensas antioxidantes (Gounden S., 2015).

En el envejecimiento, la disminucion gradual en la expresion y actividad de este
regulador clave de la biogenesis mitocondrial resulta en una reduccion de la generacion de

mitocondrias de nove y en el contenido de la masa mitocondrial de los tejidos (Short K. R.
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2005; Koltai E., 2012). Sirt3 media la reduccion de los niveles de ROS al estimular la expresion
génica de PGC-1a, y a su vez, la activacion de PGC-1a induce la expresion de Sirt3, creando
un ciclo de retroalimentacion positiva (Kong X., 2010). A partir de nuestros hallazgos,
informamos que los ratones p66*°¢~ exhiben altos niveles de expresion de PGC-1a y un mayor
contenido mitocondrial en comparacion con lo observado en los ratones del grupo WT durante
el envejecimiento. Por consiguiente, es mtuitivo pensar que el equilibrio alterado entre los
eventos de fision y fusion previamente descriptos puedan estar también relacionado con un

declive en la biogénesis mitocondrial dependiente de la edad (Chistiakov D. A., 2014).

Por ultimo, nos preguntamos si los niveles alterados de ROS/RNS detectados en este
modelo de envejecimiento saludable podrian modificar la estructura y actividad de Sirt3. A
través de la utilizacion de un software bioinformatico capaz de predecir modificaciones
postraduccionales mediante un algoritmo GPS (Group-based Prediction System), analizamos
la secuencia FASTA de esta enzima y encontramos una tirosina con buenas probabilidades de
ser nitrada en la posicion 100 de la secuencia murima de Sirt3 (Liu Z., 2011). Este aminoacido
forma parte de un dominio de union a NAD previamente descripto en esta enzima. Teniendo
en cuenta estos datos y sabiendo que la dismimucion de los niveles de NAD durante el
envejecimiento dificulta la correcta comunicacion mitocondria-nicleo, es logico pensar que
altas concentraciones de ONOO serian capaces de nitrar esta enzima modificando su actividad
a traves de regular su capacidad de unir NAD (Afanas’ev I. B., 2005). Nuestros experimentos
demostraron esta premisa ya que observamos que concentraciones crecientes de ONOO- fueron

capaces de disminuir la actividad de Sirt3 hasta en un 70% en experimentos in vitro.

A su vez, aunque la expresion de Sirt3 no se modifico con la edad en ninguno de los 2
genotipos estudiados, detectamos un aumento en los niveles de nitracion de esta desacetilasa
en los grupos de ratones WT envejecidos. En cambio en el grupo knock-out, los niveles de
nitracion de Sirt3 se mantuvieron bajos y los niveles de NAD se mantuvieron altos y constantes
durante toda la vida, lo cual favorece el retraso en la pérdida de funciones biologicas. Por
ultimo, a partir de la co-incubacion de lisados mitocondriales de ambos genotipos con rSirt3
demostramos también que el estado metabolico mitocondrial posee un efecto directo sobre la
actividad de Sirt3. Los lisados mitocondriales de ratones p66%°--) con sus mejores parametros
bioenergéticos conservan hasta la vejez un ambiente fisiologico mas favorable para la actividad

de Sirt3.
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De acuerdo con todos estos datos podemos asumir que Sirt3 es sensible a la nitracion y
que su actividad esta protegida contra la nitracion mitocondrial observada en los ratones WT
en el envejecimiento. Estos hallazgos sugieren una estrecha relacion entre RNS y laactividad

de desacetilacion en las mitocondrias del cerebro.
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9 CONCLUSIONES

La utilizacion de este modelo animal de envejecimiento saludable nos permitio
profundizar en la comprension de la relacion bidireccional entre la homeostasis redox v los
genes reguladores de la senescencia, analizando como los cambios en el metabolismo
oxidativo/nitrosativo de los tatones p66°*C”) influyen en el equilibrio de la dindmica

mitocondrial y en la actividad de Sirt3.

En este estudio, demostramos que las mitocondrias de tejido nervioso de ratones
p66°-") envejecidos presentan una menor alteracion del equilibrio redox y que existe un fuerte
vinculo entre las especies reactivas de nitrogeno, la funcion, la morfologia y la biogénesis
mitocondrial (Perez H., 2018). También demostramos que la actividad de la desacetilasa Sirt3
es modulada por su estado de nitracion y que dicha actividad en ratones p66°*¢” se ve
potenciada durante el envejecimiento por la mayor biodisponibilidad de NAD observada en

mitocondrias de tejido nervioso.

Nuestros resultados resaltan el rol fundamental de p66shc en multiples procesos
relacionados con el envejecimiento y regulados por mitocondrias. Mediante la modificacion en
la produccion de ROS/RNS, que a su vez vimos regulan la actividad de Sirt3, la ausencia de

p66shc mejora la homeostasis mitocondrial en los ratones knock-out durante el envejecimiento.

Tomados en conjunto, estos hallazgos podrian explicar parcialmente el retraso en la
pérdida de las funciones biologicas durante el envejecimiento observado en el tejido nervioso
de ratones p66°2°"). Por otra parte, la mejora en la homeostasis mitocondrial puede ser la causa
subyacente de la mejora de la funcion cognitiva y psicomotriz observada en ratones p66shc
knock-out durante el envejecimiento (Berry A., 2008). Sera necesario un mayor esfuerzo y mas

estudios para comprender completamente este proceso complejo y multifactorial.

Como sintesis de los puntos mas destacados de este trabajo, podriamos enumerar los

siguientes hallazgos:

e El estado redox y la produccion de ROS son inversamente regulados en mitocondrias
aisladas de tejido nervioso de ratones WT y p66°2°¢-) durante el envejecimiento.

o p66shc aumenta los niveles de produccion de ROS y superoxido

87



(0]

Conclusiones

p66shc aumenta la capacidad de produccion maxima de H>O» y de la NO-

dependiente

¢ Laactividad de nNOS y la produccion de RNS se encuentran diferencialmente alteradas

en el tejido nervioso de ratones p66=<? longevos.

O

e Los cambios en el balance ROS/RNS en el tejido nervioso de ratones p6

La actividad de nNOS en el envejecimiento se encuenfra awmentada en
ratones p66°1t--)

Los niveles de NO biodisponible en el envejecimiento son superiores en los
ratones p66°"°¢")

Los niveles de proteinas mitocondriales nitradas en el envejecimiento son
menores en ratones p66=-e-"

68 durante

el envejecimiento modifican parametros metabolicos mitocondriales.

(@]

La supresion de p66shc promueve el consumo de oxigeno durante el
envejecimiento

La ablacion de p66shc atentia el descenso del contenido de ATP observado
durante el envejecimiento

La supresion de p66shc mitiga el descenso de la relacion NAD/NADH
observado durante el envejecimiento

La ablacion de p66shc atentia el descenso del potencial de membrana (A¥)
observado en los ratones wt durante el envejecimiento

La actividad del complejo I disminuye més lentamente en ratones p66%°-"
durante el envejecimiento

La actividad del complejo IV disminuye més abruptamente en ratones p66:¢

) durante el envejecimiento

e ILa biomasa mitocondrial, la morfologia y la ultraestructura se modifican en el

envejecimiento del tejido nervioso de ratones p66°°-".

(@]

La biomasa mitocondrial se encuentra conservada durante el envejecimiento

en ratones p66°¢

La biogénesis mitocondrial aumenta en ratones p66°C” durante el
g P

envejecimiento

Los ratones p66™™¢" presentan una estructura mitocondrial mayormente

filamentosa o tubular en la vejez
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e [a ausencia de p66shc altera la homeostasis de la dinamica mitocondrial en el
envejecimiento.
o Fusién mitocondrial incrementada en ratones p66<:°t-)
o Fisién mitocondrial disminuida en ratones p66=2e-)
e Laactividad de Sirt3 puede ser regulada a través de nitracion por ONOO .
o Analisis in silico predicen un sitio de nitracion para Sirt3 en un dominio de
union a NAD
o Concentraciones crecientes de ONOO™ son capaces de inhibir la actividad de
Sirt3
o Bajos niveles de Sirt3 nitrada en ratones p66°*©" en el envejecimiento
o Las mitocondrias de ratones p66°™” poseen uma fisiologia/estado

metabolico mas propicio para la actividad de Sirt3 en el envejecimiento

10 PERSPECTIVAS FUTURAS

De acuerdo con la teoria del envejecimiento por radicales libres, este proceso se
desencadena v sostiene por el efecto acumulativo deletéreo del dafio oxidativo causado por las
ROS generadas en la respiracion mitocondrial. Por otro lado, la teoria del envejecimiento
programado afirma que el envejecimiento y la muerte son partes necesarias de la evolucion, y
la baja variabilidad en la vida dentro de las especies demuestra que el envejecimiento no es
solo un proceso de desgaste (Afanas’ev 1. B., 2005; Knapp L. T. and Klann E., 2000; [keyama
S., 2002; Jin Q., 2004; Colombo S.L., 2009).

p66shc y Sirt3, a través de su capacidad para modular la produccion de ROS, son
ejemplos claros del fuerte vinculo que existe entre el estrés oxidativo y la genctica del
envejecimiento. Las vias metabolicas que intervienen en sus funciones podrian ser objeto de
potenciales estudios para desarrollar estrategias que retrasen el proceso de envejecimiento. En
el futuro, el estudio de la modulacion de la actividad de p66shc podria servir para el desarrollo
de tratamientos terapéuticos orientados a conseguir una mayor esperanza de vida, o atin mas

importante, una mejor calidad de vida.

A lo largo de la discusion de este trabajo, hemos notado la necesidad de profundizar en
diferentes aspectos del mismo, como por ejemplo, en la necesidad de estudiar procesos como

la mitofagia. A través de citometria de flujo en células de tejido nervioso se podria evaluar el
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flujo mitofagico, asi como también se podria estudiar la regulacion de proteinas encargadas de
mediar este proceso, por ejemplo LC3. Obtener una vision integral del estado general de los
procesos que regulan la homeostasis mitocondrial seria de gran ayuda para comprender lo que

esta ocurriendo dentro de la célula durante el proceso de envejecimiento.

Queda pendiente para futuros trabajos estudiar el estado de nitracion de estas proteinas
en el envejecimiento para asi profundizar en la comprension de la regulacion de estos
fenomenos. Seria interesante utilizar modelos computacionales de estructura y modelado
molecular para estudiar el mecanismo por el cual el ONOO™ es capaz de nitrar a Sirt3 en el
dominio de unién a NAD. Este tipo de estudios permiten predecir a nivel molecular cuales son
los pasos de reaccion mas favorables termodinamicamente y asi entender con precision el
mecanismo de nitracion de esta proteina. A su vez, se podria estudiar qué sucede con su
afinidad por NAD al modificar artificialmente la estructura de la proteina agregando un grupo
nitro a la tirosina del domino de unién a NAD. A través de modelo por homologia se podrian
buscar farmacos que reviertan los efectos de los bajos niveles de NAD detectados en el
envejecimiento, con el objetivo de atenuar la disminucion de la actividad desacetilasa de esta

enzima en las ultimas etapas de la vida.
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2 RESUMEN

A medida que la expectativa de vida de la poblacion aumenta, también lo hace la
prevalencia del deterioro cognitivo, las enfermedades neurodegenerativas v la demencia,
saturando y colapsando los sistemas sociales y de salud. Segiin la OMS, un gran porcentaje de
los adultos mayores de 85 afos sufren alguna patologia asociada a la edad (Alzheimer,
Parkinson, etc.), por lo que es fundamental comprender los mecanismos del deterioro cognitivo
durante el envejecimiento. El desarrollo de este tipo de patologias debe entenderse en el
contexto de la biologia molecular del proceso de envejecimiento. La funcidon mitocondnal
disminuye en el proceso de envejecimiento normal aumentando la ncidencia de trastornos

neurodegenerativos relacionados con la edad.

Muchas de las funciones fisiologicas de nuestro cuerpo son establecidas o controladas
por nuestro cerebro. El cerebro es el 6rgano mas complejo en el cuerpo humano. Es el centro
de nuestro sistema nervioso y orquesta muchos procesos necesarios para el mantenimiento de
la homeostasis y las acciones fisicas. Comprender como envejece el cerebro humano e
identificar los mecanismos por el que se desarrolla este proceso puede ser crucial para retrasar
o revertir el envejecimiento saludable de todo el cuerpo. En el cerebro humano, el declive de
la funcion mitocondrial puede afectar selectivamente a poblaciones neuronales con grandes
demandas bioenergéticas, como las grandes neuronas piramidales que degeneran y conducen
al Alzheimer. Por lo tanto, la disminucion de la funcion mitocondrial puede contribuir al
envejecimiento del cerebro y hacer que las neuronas sean vulnerables a las patologias

dependientes de la edad.

S1 bien los mecanismos reales que subyacen a la extension de la esperanza de vida en
estos modelos experimentales no estan del todo claros, una hipotesis es que la funcion eficiente
de la cadena de transporte de electrones reduce la generacion y liberacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) daninas para la célula. Esta teoria propuesta por el Dr Harman en 1956,
atribuye el proceso de envejecimiento al dano oxidativo causado por la generacion de ROS
derivadas de la respiracion mitocondrial cuando el O: se reduce parcialimente. Esta no es la
unica teoria que intenta explicar el envejecimiento ya que las teorias de senesencia programada

proponen que el mismo es el resultado de la activacion e mhibicion de ciertos genes de acuerdo
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a un patron de desarrollo normal definido para cada organismo, siendo ésta la filtima etapa

dentro de una secuencia de eventos codificados en el genoma

Hasta el dia de hoy, la teoria del envejecimiento programado y la del daiio por estres
oxidativo han sido tradicionalmente concebidas como escuelas de pensamiento independientes.
Sin embargo, p66shc ha demostrado que los genes reguladores del envejecimiento y las ROS
estan estrechamente interconectados, ya que su ausencia modifica la homeostasis metabolica
al proporcionar resistencia al estrés oxidativo y promover la longevidad. Los ratones p66°2<¢"
son una oportunidad unica para comprender mejor la relacion bidireccional entre Ia
homeostasis redox v el desequilibrio de la biogénesis v la dinamica mitocondrial observado en

el envejecimiento.

A su vez, la funcion y estructura mitocondrial es modulada por la exposicion al oxido
nitrico. El NO, radical relativamente poco reactivo, sirve como molécula mensajera en una
variedad de sistemas fisiologicos y tiene la capacidad de formar especies de radicales toxicos,
como el peroxinitrito (ONOO"), que puede causar dafio nitrosativo en biomoléculas, fallo de la
degradacion proteosomica, inhibicion de la actividad enzimatica e interferencia general de las
funciones reguladoras. Todos estos fendmenos tienen lugar durante el envejecimiento, cuando
aumentan los niveles de ROS y el anion superoxido (O>) se conjuga con NO para formar
especies reactivas del nitrogeno y sus productos nitrato (NO3z"), nitrito (NO2") y peroxinitrito
(ONOO") que conllevan al dano, a la pérdida de funciones biologicas y finalmente a la muerte.
Altos niveles de ROS/RNS se han asociado a modificaciones postraduccionales inducidas por
redox (es decir, oxidacion, nitracion, S-nitrosilacion, etc.) en varias de las proteinas asociadas
al mantenimiento de la estructura y de la homeostasis mitocondrial, favoreciendo el desbalance

entre estos procesos que conllevan a la pérdida de funciones biologicas en el envejecimiento.

Por ofra parte, se ha observado que individuos centenarios poseen altos niveles de
expresion de Sirt3 y que los cambios observados en el perfil de acetilacion de las proteinas o
“acetiloma” estan relacionados con el envejecimiento normal y las enfermedades
neurodegenerativas vinculadas a la edad. Sirt3, miembro de la familia de las desacetilasas
dependientes de NAD, es la sirtuina de localizacion mitocondrial mas estudiada y es asociada
al mantenimiento de la homeostasis metabolica y a la modulacion de la desacetilacion de varias
proteinas que participan en su regulacion. Si bien las bases moleculares y los mecanismos que

conducen al aumento de la esperanza de vida atn no estan claros, uno de los atributos mas
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mnteresantes de esta enzima es que se la considera un elemento 1mportante para el retraso de la

pérdida de funciones biologicas durante el envejecimiento.

Nuestra hipotesis es que durante el envejecimiento, las ROS/RNS podrian modular la
expresion y actividad de proteinas mitocondriales clave para el mantenimiento de la
homeostasis celular como la desacetilasa Sirt3, coordinando la biogénesis mitocondrial y el
balance entre fusion/fision de dichas organelas en el cerebro de ratones p66°°”~. Y nuestro
objetivo es profundizar en la relacion bidireccional entre la homeostasis redox y los genes
reguladores de la senescencia en un modelo de envejecimiento saludable, analizando como los
cambios en el metabolismo oxidativo/nitrosativo de los ratones p66°™~ influyen en el equilibrio

de la dinamica mitocondrial y en la actividad de Sirt3.

En este estudio, demostramos que las mitocondrias de tejido nervioso de ratones p66%:¢¢
") envejecidos presentan una menor alteracion del equilibrio redox y que existe un fuerte
vinculo entre las especies reactivas de nitrogeno, la funcién, la morfologia y la biogénesis
mitocondrial. También demostramos que la actividad de la desacetilasa Sirt3 es modulada por
su estado de nitracién y que dicha actividad en ratones p66°C-) se ve potenciada durante el
envejecimiento por la mayor biodisponibilidad de NAD observada en mitocondrias de tejido

NEervioso.
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ABSTRACT

Programmed and damage aging theories have traditionally been conceived as stand-
alone schools of thought. However, p66shc adaptor protein has demonstrated that aging-
regulating genes and reactive oxygen species (ROS) are closely interconnected, since its
absence modifies metabolic homeostasis by providing oxidative stress resistance and
promoting longevity. p66°*°“” mice are a unique opportunity to further comprehend the
bidirectional relationship between redox homeostasis and the imbalance of mitochondrial
biogenesis and dynamics during aging. This study shows that brain mitochondria of p66:°-"
aged mice exhibit a reduced alteration of redox balance with a decrease both in ROS generation
and its detoxification activity. We also demonsirate a strong link between reactive nitrogen
species (RINS) and mitochondrial function, morphology and biogenesis, where low levels of
ONOO- formation present in aged p66°*°“") mice brain prevent protein nitration delaying loss
of biological functions characteristic of the aging process. Sirt3 modulates age-associated
mitochondrial biology and function via lysine deacetylation of target proteins and we show that
its regulation depends on its nitration status and is benefited by the improved NAD+/NADH
ratio in aged p66°°°“~) brain mitochondria. Low levels of protein nitration and acetylation could
cause the metabolic homeostasis maintenance observed during aging in this group, thus

mcreasing its lifespan.



